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possède  la caractéristique de moduler  la  transcription d’un  réseau de gènes. Parmi 
ces gènes, plusieurs sont directement impliqués dans le transport d’eau et de sodium, 
comme l’Aqp2 et 3, ENaC et la Na,K‐ATPase. L’identification des effets de la voie de 
signalisation de  la vasopressine  représente un point crucial pour  la compréhension 
des  mécanismes  moléculaires  de  la  réabsorption  de  l’eau  et  du  sodium  dans  le 
néphron. L’analyse en  série de  l’expression de gènes  (SAGE)  réalisée en 2001 dans 





possédant  aucune  homologie  avec  des  domaines  protéiques  dont  la  fonction  est 
connue. Dans le système d’expression de l’ovocyte de Xenopus laevis, VIT32 induit la 
maturation  des  ovocytes  et  diminue  le  courant  sensible  à  l’amiloride  de manière 













imposée  à  des  souris  augmente  l’expression  de  RGS2.  De  plus,  l’accumulation 
d’AMPc  engendrée  par  l’action  de  la  vasopressine  sur  les  canaux  collecteurs  est 
significativement plus grande  chez  les  souris dépourvues de RGS2  (rgs2  ‐/‐). Cette 
induction de la signalisation de la vasopressine est corrélée à une augmentation de la 




In  the  kidney,  vasopressin  plays  a  key  role  in  the  control  of water  balance  and 
participates  in  salt  reabsorption. These actions are  induced by  the activation of V2 
vasopressin receptor (V2R) located in the loop of Henle, in the connecting tubule and 
in  the  collecting  duct  leading  to  an  increase  in  intracellular  cAMP  levels.  The 
V2R‐mediated vasopressin action  elicits a  rapid, non‐genomic  effect, during which 
water  and  salt  reabsorption  is  rapidly  increased  and  a  late  or  genomic  effect 
characterised by the long‐term regulation of water and salt reabsorption through the 
transcriptional  activation  of  a gene network  that  includes Aqp2, Aqp3, ENaC  and 
Na,K‐ATPase. Serial analysis of gene  expression  (SAGE) performed  in 2001  in our 
laboratory characterised the vasopressin induced transcripts (VIT) in the mpkCCDc14 
cell line. Two of them are studied in this thesis. 
The  first one  is VIT32  (Vasopressin  induced  transcript 32)  that encodes a protein  that 
has no homology with any protein domain of known function. In the Xenopus laevis 
oocyte, VIT32  induces  oocyte maturation  and  downregulates  the  ENaC  amiloride 
sensitive current via the activation of the MAPK pathway. In mpkCCDc14 cell line, the 
MAPK  pathway  inhibition  leads  to  a  decrease  of  Na,K‐ATPase  activity  without 
affecting ENaC current. Therefore,  the MAPK pathway can act on different  targets 
depending on  the  cellular  context. Thus, we decided  to  investigate  the  function of 
VIT32 in its physiological environment by performing a conditional knockout mouse 
of VIT32. The first part of this thesis consisted in generating this mouse. 
The  second  studied  vasopressin  induced  transcript  is RGS2  (Regulator  of G  protein 
Signaling  2).  In  vitro, RGS2  has  been  shown  to  inhibit Gq  and Gs protein‐coupled 
receptor pathway. In our study we show  that RGS2  is co‐localized with V2R  in  the 
mouse nephron.  In vivo, vasopressin  secreted during water  restriction up‐regulates 
RGS2  expression.  Moreover,  vasopressin‐dependant  accumulation  of  cAMP  is 





Le  corps  humain  est  composé  d’environ  60%  d’eau  répartie  à  l’intérieur  et  à 
l’extérieur  des  cellules  de  notre  organisme.  Les  cellules,  unités  fondamentales  du 
vivant,  puisent  l’oxygène  et  les  nutriments  indispensables  à  leur  fonctionnement 
dans  le  liquide extracellulaire. La composition du milieu doit être constante, car  les 
variations peuvent perturber considérablement et parfois fatalement  la fonction des 
cellules.  Ainsi  les  organismes  pluricellulaires  ont  développé  des  mécanismes 
permettant de contrôler la constance du milieu extracellulaire afin de maintenir l’état 
d’équilibre nommé homéostasie. Le rein joue un rôle majeur dans cette homéostasie 
grâce  à  sa  capacité  de  réabsorber  l’eau  et  les  solutés  en  fonction  des  besoins  de 
l’organisme. Cette  fonction du  rein est  régulée par différentes hormones comme  la 
vasopressine,  qui permet de  contrôler  la  réabsorption  fine de  l’eau  et des  solutés. 
Dans  leurs membranes,  les  cellules  possèdent  des  récepteurs  leur  permettant  de 
répondre aux signaux extracellulaires comme le sont entre autres les hormones. Ainsi 
les  cellules  sensibles  à  la  vasopressine  possèdent  un  récepteur  nommé  V2R  qui 
permet d’intégrer  les  signaux de  la  vasopressine  en déclenchant  tout une  cascade 
d’événements conduisant à une modification de  l’expression de certaines protéines 
impliquées  directement  ou  non  dans  la  réabsorption  de  l’eau  et  des  solutés. Une 
étude précédente  élaborée  au  sein de notre  laboratoire  a permis de  répertorier  les 
protéines  dont  l’expression  est  augmentée  par  de  la  vasopressine.  Deux  de  ces 
protéines ont fait l’objet des études de cette thèse. 
La  première  protéine  induite  par  la  vasopressine  est  VIT32  (Vasopressin  induced 
transcript  32).  Cette  protéine  est  entre  autres  impliquée  dans  la  réabsorption  du 




ne peut plus agir. La première partie de  cette  thèse a donc  consisté à générer une 
souris dépourvue du gène de VIT32.  
La  deuxième  protéine  étudiée  est  RGS2  (Regulator  of  G  protein  Signaling  2).  Cette 
protéine  inhibe  certaines  voies  de  signalisation  activées  par  différentes  hormones. 
Dans cette partie du  travail de  thèse, nous avons pu mettre en évidence que RGS2 
agit comme un inhibiteur de la voie de signalisation de la vasopressine. En modifiant 































































































vitales  étaient  réalisées  par  la  même  cellule.  Par  la  suite,  les  organismes 
multicellulaires  ont  organisé  leur  fonctionnement  en  déléguant  à  des  cellules 
spécialisées  le  soin  de  remplir  des  tâches  précises.  C’est  ainsi  que  sont  nés  les 
différents  systèmes  qui  composent  l’organisme  des  vertébrés  actuels.  Systèmes 
digestif,  respiratoire,  urinaire,  cardiovasculaire,  nerveux,  endocrinien  et 
reproducteur sont tous indispensables à la vie et interagissent entre eux pour mener 
à bien des fonctions complexes. Les cellules des organismes multicellulaires baignent 
dans  un  liquide  extracellulaire  duquel  elles  puisent  oxygène  et  nutriments. De  la 
constance  de  ce milieu,  dépend  le  fonctionnement  normal  des  cellules.  Ainsi  de 
nombreux  mécanismes  régulateurs  existent  afin  de  maintenir  l’état  d’équilibre 
(l’homéostasie) de ce liquide extracellulaire.  
1.1.  Composition du corps humain en eau et en électrolytes 
Le  corps  humain  est  composé  approximativement  de  60%  dʹeau  répartis  de  la 
manière suivante : ~40% de liquide intracellulaire et ~20% de liquide extracellulaire. 
























Figure  1  :  Distribution  de  lʹeau  dans  les  divers 
compartiments du corps humain. 
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Les  principaux  solutés  des  liquides  des  compartiments  corporels  sont  des 





fluide (~110mM et ~25mM respectivement). Dans  le compartiment  intracellulaire,  le 
potassium (K+) est le cation largement majoritaire (~140mM), le phosphate organique 
et  les  protéines  (chargées  négativement  au  pH  physiologique)  sont  les  principaux 
anions de ce liquide (Valtin et al. 1995). 
Le  volume du  liquide  extracellulaire  est principalement déterminé par  la  quantité 
des  solutés  osmotiquement  actifs  qui  le  composent  comme  le  Na+  et  ces  anions 
associés (Cl‐ et HCO3‐). L’homéostasie du liquide extracellulaire implique le maintien 
dʹune  osmolalité  très  stricte  qui  est  assuré  par  un  échange  constant  entre  les 




Le  rein  est  donc  lʹorgane  responsable  de  maintenir  l’homéostasie  du  liquide 
extracellulaire en régulant sélectivement la réabsorption et l’excrétion de lʹeau et des 
solutés.  Il  est  aussi  lʹorgane  qui  assure  lʹexcrétion  dans  l’urine  des  déchets  du 
métabolisme et des produits potentiellement toxiques et il possède un rôle endocrin. 
1.2.1.  Le développement du rein embryonnaire 
Le  rein métanéphrique  (ou  rein  définitif  par  opposition  au  rein  pronéphrique  et 
mésonéphrique qui sont transitoires, (Lechner et al. 1997)) est formé à partir de deux 
entités  embryonnaires  distinctes,  les  cellules  mésenchymales  et  les  cellules 
épithéliales  du  bourgeon  urétérique  (BU)  (qui  dérive  du  canal  de  Wolffian).  Le 
blastème mésenchymal génère le néphron de la capsule de Bowman au tubule distal 
alors  que  le  branchement  des  BUs  (« branching morphogenesis »)  engendre  le  canal 
collecteur (voir chapitre 1.2.3.). Des événements hautement coordonnés spatialement 
et  temporellement  impliquant  une  transduction  de  signaux  réciproques  entre  ces 
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deux  précurseurs  embryonnaires  contrôlent  et  régulent  la  néphrogenèse. Ainsi  la 
formation  du  rein  est  initiée  par  la  croissance  du  BU  qui  envahit  le  blastème 




De  l’agrégat  glomérulaire  naît  une  vésicule  rénale  qui  se  transforme  en  forme  de 
virgule puis de « S » (Figure 2D à F). Une des extrémités du « S » va former la capsule 
de Bowman  et  le  tubule proximal  et  l’autre  extrémité  l’anse de Henle  et  le  tubule 
distal (voir chapitre 1.2.3.). Finalement, la fusion de cette vésicule rénale en forme de 
S  avec  une  partie  périphérique  d’une  branche  du  BU  a  lieu  (Horster  et  al.  1997) 
(Figure 2G). Il est important de noter que le canal collecteur ne fait pas à proprement 






Figure  2 :  Etapes  principales  du  début  de  la  néphrogenèse.  A.  Invasion  du  blastème 
mésenchymal par le bourgeon urétérique (BU). B. Condensation des cellules mésenchymales. 
C. Aggrégation globulaire de celles‐ci et début de la polarisation des cellules en vue de devenir 





Le  rein peut  être  séparé  anatomiquement  en  trois parties : une partie  corticale qui 
entoure une région centrale, nommée la médullaire, et le pelvis rénal qui se connecte 
à l’uretère (Valtin et al. 1995). La médullaire peut être divisée en une région externe 
et une  région  interne qui  se  termine par une ou plusieurs papilles. Ces papilles  se 
jettent dans  le  calice  qui  est une  extension de  l’uretère  permettant de  conduire  le 
liquide  tubulaire  du  canal  collecteur  vers  l’uretère  puis  vers  la  vessie.  La 
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vascularisation  du  rein  comprend  l’artère  rénale  qui  entre  dans  le  rein  à  côté  de 
l’uretère  et  se  branche  pour  devenir  l’artère  interlobulaire  puis  progressivement 
l’artériole afférente qui elle‐même se divise en de nombreux capillaires pour former 
le  réseau vasculaire du glomérule. Ce  réseau de  capillaires  confluent  ensuite pour 
former  l’artériole  efférente. Avant  de  sortir  du  rein  par  la  veine  rénale,  l’artériole 
efférente  se  ramifie  à  nouveau  et  irrigue  les  tubules  en  un  réseau  de  capillaires 




























Le  rein  est  constitué  de  plusieurs  unités  fonctionnelles  appelées  les  néphrons  qui 
traversent  le  cortex  et  la  médullaire  (Figure  4).  Un  rein  humain  comporte  entre 
300ʹ000 et plus d’un million de néphrons, celui de souris environ 100ʹ000 (Clark et al. 
1999). Un  néphron  est  constitué  d’un  glomérule  qui  est  l’organe  de  filtration  du 
plasma  et  d’un  long  tubule  comportant  plusieurs  segments  anatomiquement  et 
fonctionnellement distincts permettant  la  réabsorption et  la sécrétion des solutés et 
de l’eau. Le glomérule est formé par lʹinvagination de capillaires dans la capsule de 
Bowman  (extrémité  du  néphron).  Le  tubule  du  néphron  est  constitué  d’un 
épithélium formé d’une monocouche de cellules reliées entre elles par des  jonctions 




est  la première partie du tubule après  le glomérule. Ses cellules sont  les plus  larges 
du néphron et possèdent une bordure en brosse avec de nombreuses microvillosités. 
Il est suivi du  tubule proximal droit  (PST : Proximal straight tubule) dont  les cellules 
sont  également  très  larges  mais  présentent  moins  de  microvillosités.  On  trouve 




ascendante  (CTAL  : Cortical Thick Ascending Limb). Les  cellules du MTAL et CTAL 
sont,  comme  leur  nom  l’indique  un  plus  large  que  les  cellules  de  l’anse  fine  et 
renferment  de  nombreuses  mitochondries.  Peu  avant  la  transition  en  tubule 
contourné  distal,  le  CTAL  revient  près  de  son  propre  glomérule  et  des  cellules 
spécialisées  du  CTAL  (cellules  de  la  macula  densa)  forment  avec  les  artérioles 
afférente  et  efférente du  glomérule  ainsi  qu’avec  le mésangium  extraglomérulaire, 
l’appareil  juxtaglomérulaire. L’artériole afférente contient des cellules spécialisées à 
l’endroit  de  contact  avec  le CTAL :  les  cellules  granulaires  qui  sécrètent  la  rénine 
(Barajas 1979). Le  tubule contourné distal  (DCT : Distal Convoluted Tubule) peut être 
divisé  en  deux  parties,  le  DCT1  et  le  DCT2  qui  présentent  des  propriétés 
fonctionnelles distinctes. Le DCT2  aboutit  au  tubule  connecteur  (CNT : Connecting 
Tubule). Les CNT de différents néphrons se connectent à un canal collecteur cortical 
(CCD : Cortical Collection Duct).  Le CCD  plonge  radialement  vers  la  papille  et  est 
suivi  par  le  canal  collecteur  de  la  médullaire  externe  (OMCD :  Outer  Medullary 
Collecting Duct) puis par  le  canal  collecteur de  la médullaire  interne  (IMCD :  Inner 
Medullary Collecting Duct) dont les deux tiers se trouvent dans la papille. A partir du 
CNT deux types de cellules sont présents, les cellules principales (nommées cellules 
CNT dans  le  cas du CNT)  et  les  cellules  intercalaires. Ces dernières possèdent de 
nombreuses mitochondries et leur rôle principal est le maintien de la balance acide‐
base. On distingue deux sortes de cellules  intercalaires,  les cellules de  type A et  les 
cellules de type B (Madsen et al. 1986). Les premières ont un cytoplasme moins dense 
que les secondes si bien qu’il a été fait une distinction visuelle en cellules « claires » et 
« foncées ».  Suivant  les  espèces  et  la  localisation,  la  proportion  de  cellules 





Dans  l’OMCD,  les  cellules  de  type A  réapparaissent  constituant  40%  des  cellules 
totales.  Puis  cette  proportion  diminue  rapidement. Dans  l’IMCD,  seuls  1‐10%  des 
cellules sont des cellules intercalaires (Madsen et al. 1986).  
Il  existe  deux  types majeurs  de  néphron,  la  plus  grande  part  sont  des  néphrons 
superficiels qui  sont  localisés dans  le cortex et  la médullaire externe et  l’autre part 

























Figure  4 :  Schéma  illustrant  quelques  différences  de  structure  de  la  majeure  partie  du 
néphron. Chaque partie est divisée en segment selon  la structure et  la  fonction des cellules. 
L’appareil  juxtaglomérulaire  est  formé  par  le  contact  de  cellules  spécialisées  de  la  fin  du 





le  volume urinaire moyen  est d’environ  1,5  litre par  jour  et  l’excrétion de Na+ de 
150mmol/jour  (Valtin et al. 1995). Ainsi 99% du  filtrat glomérulaire est réabsorbé  le 




que  ce  cation  accompagné  de  ces  anions  associés,  le  Cl‐  et  le  HCO3‐,  sont  les 
principaux  solutés  de  ce  compartiment.  La  réabsorption  rénale  de  sodium  est 
accomplie  par  des  mécanismes  de  transport  actif  dépendants  de  transporteurs 
spécifiques de Na+. Généralement,  le  transport basolatéral de  sodium dans  chaque 
segment  du  néphron  est  réalisé  par  le  même  transporteur :  la  pompe  Sodium, 
Potassium–Adénosine triphosphatase (Na,K‐ATPase, complexe des sous‐unités α1 et 
β1 dans  le  rein  (Figure 5)) qui  catalyse  l’hydrolyse de  l’ATP  en ADP. L’énergie de 
l’hydrolyse d’une mole d’ATP permet de  faire sortir 3 Na+ hors de  la cellule et d’y 
faire  entrer  2 K+.  Le  transport  apical  de  Na+  est  quant  à  lui  accompli  par  des 
transporteurs différents pour chaque segment du néphron. 
 
Figure  5 :  Structure  schématique  de  la 




liaison  de  l’ATP  et  celui  de  l’ouabaïne 
(un  inhibiteur  spécifique).  La 
sous‐unité β  ne  possède  qu’un  segment 
transmembranaire,  et  n’a  pas  d’activité 
de  transport ou enzymatique. Cependant 
cette  sous‐unité  est  essentielle  au 












La  plus  grande  partie  du  Na+  (entre  60%  et  70%)  est  réabsorbée  dans  le  tubule 
proximal. L’entrée de Na+ du côté apical est accomplie entre autres par  l’échangeur 
Na+/H+  (NHE3)  et  par  des  cotransports  de  Na+  et  de  glucose,  de  phosphate 
inorganique (NaPi‐IIa), et d’acides aminés (a.a.) (Valtin et al. 1995) (Figure 6).  
Puis,  de  20%  à  30%  du Na+  sont  réabsorbés  dans  la  branche  large  ascendante  de 
l’anse de Henle. Cette réabsorption se  fait majoritairement par  le cotransporteur de 
Na+, K+ et 2Cl‐ (NKCC2). Cette partie du néphron est la cible majeure des diurétiques 
de  l’anse,  comme  le  sont  le  furosémide  et  le  bumétamide  qui  exercent  leur  effet 
natriurétique  en bloquant  le NKCC2  (Bachmann  et  al.  1999). L’échangeur NHE3  a 
aussi été détecté dans  la membrane apicale du MTAL et du CTAL (Biemesderfer et 




Dans  le DCT,  environ  7%  du Na+  filtré  est  réabsorbé.  Le Na+  est majoritairement 
acheminé à travers la membrane apicale par le cotransporteur de Na+ et Cl‐ sensible 
au  thiazide  (NCC), mais  le NHE3 ainsi que  l’échangeur du Cl‐/anion organique ont 
aussi été détectés dans ce segment (Wang et al. 1993). A la membrane basolatérale, le 
Cl‐ est transporté hors de la cellule par un canal à Cl‐ (Lourdel et al. 2003) (Figure 6). 
C’est  dans  la  deuxième  partie  du DCT  (DCT2),  dans  le  CNT  et  le  CD  qu’a  lieu 
l’ajustement  final  de  la  réabsorption  du  Na+,  hautement  régulé  par  différentes 
hormones  (voir  chapitres  1.3.  et  1.4.). Dans  ces  segments,  le  canal  responsable  du 




d’un N  et C‐terminal  intracellulaires  (Figure  7).  La  stœchiométrie  la  plus  souvent 
admise est la suivante : 2α/1β/1γ (Firsov et al. 1998). En plus d’être impliqué dans le 
maintien  du  volume  extracellulaire  et  de  la  pression  sanguine,  ENaC  est 
indirectement  impliqué dans  l’homéostasie du K+, car  le  transport de Na+ engendre 
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Figure  6 :  Transport  de  sodium  le  long  du  néphron.  Schéma  des  différents  transporteurs 











Figure  7 :  Représentation  schématique  d’une 
sous‐unité  d’ENaC  constituée  de  deux  segments 
transmembranaires,  d’une  large  boucle 







L’eau  traverse  les membranes  cellulaires par deux mécanismes distincts. Elle peut 
diffuser passivement  à  travers  la bicouche  lipidique des membranes, mais dans  la 
plupart des  cellules,  le  transport d’eau  se  fait grâce à une  famille de  canaux à eau 
nommés  aquaporines  (Engel  et  al.  2000).  Les  aquaporines  sont  des  protéines 
homotétramériques  dont  chaque  monomère  est  constitué  de  6   segments 
transmembranaires (Figure 8) (Nielsen et al. 1999; Schenk et al. 2005).  
 
Figure  8 : Représentation  schématique  de 
la structure d’un monomère de l’Aqp1. Les 
a.a. NPA  (Asparagine,  Proline, Alanine) 




1999).  90%  de  la  réabsorption  de  l’eau  se  fait  par  l’aquaporine  1  (Aqp1)  qui  est 
constitutivement exprimée dans la membrane apicale et basolatérale des cellules du 
tubule proximal et du TDL (Nielsen et al. 1993) (Schenk et al. 2005). Dans le néphron, 
l’aquaporine  7  (Aqp7)  est  exprimée  principalement  dans  la membrane  apicale  du 
PST  (Ishibashi  et  al.  2000; Nejsum  et  al.  2000).  Le  TAL,  le MTAL,  le  CTAL  sont 
imperméables  à  l’eau.  Le  CNT  et  le  canal  collecteur  (CD)  sont  également 
imperméables  à  l’eau  sauf  lorsque  qu’ils  sont  stimulés  par  la  vasopressine  (voir 
chapitre  1.3.)  (Nielsen  et  al.  1993).  L’aquaporine  2  (Aqp2)  est  localisée  dans  la 
membrane apicale des cellules principales du CCD, OMCD et IMCD (Nielsen et al. 
1993), mais est aussi présente dans le CNT (Kishore et al. 1996). La suppression totale 
de  l’Aqp2  dans  le  CNT  et  le  CD  conduit  à  la  létalité  des  souris.  En  revanche, 
l’expression de l’Aqp2 dans le CNT est suffisante à la survie de l’animal, la présence 
de  l’Aqp2  dans  le  CD  est  quant  à  elle  essentielle  à  la  régulation  de  la  balance 
hydrique  (Rojek et al. 2006). L’Aqp2 engendre donc  le  transport d’eau à  travers  la 
membrane apicale. L’aquaporine 3 et 4 (Aqp3 et Aqp4) permettent le transport d’eau 







































Figure 9 : Représentation  schématique de  la  localisation  le  long du néphron des différentes 
aquaporines. L’Aqp6 est  localisée dans  les cellules  intercalaires  (Ohshiro et al. 2001). Cette 
figure a été modifiée à partir de (Marples et al. 1999). 
Dans  le  tubule  proximal,  l’eau  sort  passivement  grâce  au  gradient  osmotique 
engendré par la réabsorption active des solutés, si bien que le liquide tubulaire y est 
isotonique.  Puis,  la  tonicité  du  liquide  dans  le  TDL  augmente  progressivement  à 
mesure que l’eau est réabsorbée. Ensuite comme la branche ascendante de l’anse de 
Henle  est  imperméable  à  l’eau mais  que  la  réabsorption  des  solutés  continue,  le 
liquide devient hypotonique par rapport au plasma. Si  la partie distale du néphron 
reste imperméable à l’eau (s’il n’y a pas d’action de la vasopressine), l’urine excrétée 
sera  très  diluée.  Par  contre  la  vasopressine  peut  entraîner  une  réabsorption  d’eau 
additionnelle  de  10%,  ce  qui  permet  une  concentration  maximale  de  l’urine.  Le 
mécanisme qui permet  la  concentration  finale de  l’urine dépend du maintien d’un 












précurseur  de  la  vasopressine  (preproAVP)  est  tout  d’abord  synthétisé  dans  les 
neurones  magnocellulaires  des  noyaux  supraoptiques  et  paraventriculaires  de 
l’hypothalamus.  Il est converti en proAVP  lors du clivage de  son peptide  signal et 
par ajout de chaînes glycosylées dans le réticulum endoplasmique et dans l’appareil 
de  Golgi.  La  proAVP  est  protéolysée  en  vasopressine,  neurophysine  II  et 
glycopeptide durant son transport axonal jusquʹà l’hypophyse postérieure (ou glande 
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de  changements  dʹosmolarité  plasmatique  (hyperosmolarité),  de modifications  du 
volume  extracellulaire  (déplétion volémique)  et de  la pression  artérielle  (baisse de 
pression), mais  le  stress,  lʹangiotensine  II,  la morphine,  la  nicotine  peuvent  aussi 
stimuler la production de vasopressine dans une moindre mesure (Schrier et al. 1979; 
Rowe et al. 1980). Deux types de récepteurs sont impliqués dans ces mécanismes. Il 
sʹagit  des  osmorécepteurs  de  lʹhypothalamus  antérieur  et  des  barorécepteurs  des 
oreillettes  cardiaques,  de  la  crosse  aortique,  du  sinus  carotidien  et  de  l’artère 
pulmonaire. Les osmorécepteurs  sont  sensibles à des  solutés osmotiquement actifs, 
principalement le sodium. Ainsi une faible augmentation de lʹosmolarité plasmatique 
(1‐2%)  entraîne une augmentation de  la  sécrétion de  la vasopressine  (Schrier  et al. 
1979). Les barorécepteurs  fonctionnent  selon un mode  inhibiteur,  cʹest‐à‐dire quʹils 
stimulent les nerfs IX et X qui inhibent indirectement la production de vasopressine. 
Lors  dʹune  baisse  de  la  pression  ou  d’une  déplétion  volémique  (hémorragie),  les 





Une  fois  libérée dans  la circulation sanguine,  la vasopressine stimule  trois  types de 
récepteurs nommés V1aR (Morel et al. 1992), V1bR (Saito et al. 1995) et V2R (Lolait et 
al. 1992). Ces récepteurs font partie de la superfamille des récepteurs à sept segments 
transmembranaires  couplés  aux  protéines  G,  souvent  abrégés  GPCR  (G  protein 
coupled receptor) (Figure 11).  
 Figure  11 :  Représentation  schématique 
du  récepteur  à  la  vasopressine V2R.  La 
structure  du  V2R  est  constituée  de 
7 segments transmembranaires (STM), le 
N‐terminal  est  extracellulaire  avec  un 
site  de  glycosylation  (N22).  Le  C‐
terminal  est  intracellulaire  et  contient 
deux  sites  de  palmitoylation 







Les  V1aR  et  V1bR  sont  couplés  à  des  protéines  Gq  et  leur  activation  conduit  à 
l’hydrolyse  du  phosphatidylinositol  et  à  la mobilisation  du  calcium  intracellulaire 
(Aiyar et al. 1986). Les V1bR sont principalement  localisés dans  la glande pituitaire 
antérieure  et modulent  la  libération d’adrénocorticotropine  (ACTH)  (Tanoue  et  al. 
2004). Les V1aR sont localisés dans différents tissus comme le cerveau, le foie (où la 
vasopressine  stimule  la glycogénolyse hépatique),  les poumons,  l’uretère  et  la  rate 
(Ostrowski et al. 1992; Firsov et al. 1994). On  le trouve également dans  le rein, plus 
précisément dans  les microvaisseaux  sanguins  corticaux et médullaires  (Park et al. 
1997), ainsi que dans le CCD et l’OMCD du néphron du rein de rat (Firsov et al. 1994; 
Tashima  et  al.  2001). Dans  la  vasa  recta  centrale,  la  vasoconstriction  générée  par 
l’action de la vasopressine sur les récepteurs V1aR conduit à une diminution du flux 
sanguin  dans  la  médullaire  interne  du  rein  de  rat.  Cette  action  permettrait 
d’optimiser  la  capacité  de  concentration  urinaire  durant  une  privation  d’eau 
(Franchini et al. 1996; Franchini et al. 1997). Dans  le CD de rat,  le V1aR est  localisé 
dans  la membrane  apicale  des  cellules  principales  et  intercalaires.  Il  pourrait  non 
seulement  être  impliqué dans  la  régulation du  transport d’eau  et de  sodium mais 
également intervenir dans la balance acide‐base (Tashima et al. 2001). Toutefois son 
rôle dans ces segments reste peu clair. Une étude récente a mis en évidence un pattern 
d’expression  de V1a  chez  la  souris  et  chez  l’humain  similaire  a  celui montré  par 
Tashima et al. chez le rat (Carmosino et al. 2006). 
La présence des récepteurs à la vasopressine V2 a essentiellement été montrée dans le 
rein. Mais  l’ARNm  de  ces  récepteurs  a  aussi  été  localisé  dans  le  cerveau  de  rat 
nouveau‐né  et  adulte  (Kato  et  al.  1995),  ainsi  que  dans  les  poumons  de  l’adulte 
humain et de rat (Fay et al. 1996). Cependant le rôle physiologique de ces récepteurs 
dans ces deux  tissus  reste peu clair. Dans  les cellules endothéliales où V2R semble 
aussi être exprimé, ce dernier pourrait avoir des effets vasodilatateurs en stimulant la 
synthèse d’oxyde nitrique (Kaufmann et al. 2003).  
Dans  le rein, plusieurs études ont permis de déterminer précisément  la  localisation 
tubulaire des récepteurs V2  (Lolait et al. 1992; Terada et al. 1993; Firsov et al. 1994; 
Kishore et al. 1996). En utilisant la technique de microdissection des néphrons de rein 
de  rat,  l’expression des ARNm de V2R  a  été  localisée  au  niveau du TAL, MTAL, 
CTAL, CNT, CCD, OMCD et  IMCD. D’un point de vue quantitatif,  l’expression de 
‐ 23 ‐ 
V2R  est  majoritaire  au  niveau  du  canal  collecteur.  Dans  le  canal  collecteur,  des 
marquages  immunohistochimiques  ont  montré  que  les  V2R  se  situent  dans  la 
membrane basolatérale des cellules principales (Tashima et al. 2001).  
Le V2R est couplé à une protéine Gs qui,  lors de  la stimulation du récepteur par  la 
vasopressine  conduit  à  l’activation  de  l’adénylate  cyclase  (AC)  catalysant  ainsi  la 
transformation  de  l’ATP  (adénosine  triphosphate)  en  AMPc  (adénosine 
monophosphate  cyclique).  L’accumulation  intracellulaire  de  l’AMPc  conduit  à 
lʹaugmentation  de  la  réabsorption  transépithéliale  d’eau,  de  sodium,  de  chlore  et 
d’urée, ainsi qu’à  la  sécrétion de potassium par un mécanisme en deux phases. La 
première  phase  est  rapide  et  de  court  terme  (quelques  minutes) ;  elle  est  non‐
génomique car elle ne dépend pas de la transcription de gènes. La seconde phase est 
génomique ;  elle  est  caractérisée par  la  régulation  à  long  terme de  la  réabsorption 
d’eau et de solutés par l’activation transcriptionnelle de divers gènes comme l’Aqp2, 
Aqp3, ENaC, Na,K‐ATPase. Dans le canal collecteur, la régulation à court terme et à 




Différentes études ont montré que  la vasopressine augmente  la perméabilité à  l’eau 
de la membrane apicale des cellules principales du canal collecteur (Figure 12). Une 
hypothèse  visant  à  expliquer  les  mécanismes  aboutissant  à  cette  augmentation 
propose  l’existence  d’un  réservoir  de  canaux  à  eau  localisé  dans  des  vésicules 









des  vésicules  sous‐apicales  (Nielsen  et  al.  1993).  Puis,  en  utilisant  la  technique 
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d’immunomarquage à l’or des Aqp2 sur des IMCD préalablement perfusés in vitro en 
présence  et  en  absence  de  vasopressine,  il  a  pu  être montré  que  la  vasopressine 
augmente la perméabilité à l’eau en engendrant une translocation des Aqp2 à partir 
des vésicules intracellulaires jusqu’à la membrane apicale des cellules principales. De 
plus, cette étude a mis en évidence  la  réversibilité de ce phénomène  (Nielsen et al. 
1995).  Les  mécanismes  par  lesquels  ces  processus  d’exocytose  ont  lieu  sont 
dépendants  de  l’AMPc  qui  active  une  protéine  kinase  A  (PKA)  dépendante  de 
l’AMPc. Il a en effet été montré que la phosphorylation des Aqp2 par la PKA est une 
étape critique de la translocation des canaux à eau vers la membrane apicale (Katsura 
et  al.  1997).  L’augmentation  de  la  concentration  de  calcium  intracellulaire  et  la 
calmoduline  dans  les  IMCD microdisséqués  semblent  aussi  essentielle,  puisque  la 
présence d’un chélateur de Ca2+ ainsi que d’un  inhibiteur de  la calmoduline bloque 
l’augmentation de  la  perméabilité  à  l’eau  induite par  la  vasopressine  (Chou  et  al. 
2000). Cependant les analyses faites par Lorenz et al. montrent que dans une culture 
primaire d’IMCD, le même chélateur de Ca2+ que celui utilisé par Chou et al. n’a pas 
d’effet  sur  la  perméabilité  de  l’eau.  Dans  cette  étude,  les  auteurs  concluent  que 
l’exocytose des Aqp2 est déclenchée uniquement par l’AMPc, mais qu’une très faible 
concentration  de  Ca2+  est  tout  de même  nécessaire,  puisque  le  fait  de  clamper  le 




Un  autre  effet  à  court‐terme  de  la  vasopressine  est  son  rôle  de  régulateur  du 
transport de sodium (Figure 12). En effet, la vasopressine a été la première hormone 
dont le rôle d’inducteur de la réabsorption de sodium sur la vessie de crapaud et sur 
la peau de grenouille a  été démontré  (Helman  et al. 1981; Li  et al.  1982). De plus, 
l’application aiguë de vasopressine in vitro augmente le transport de sodium dans les 
CCD perfusés de rat (Tomita et al. 1985; Reif et al. 1986), de lapin (Chen et al. 1990), 
ainsi que dans  les cultures primaire de  lapin  (Canessa et al. 1992), et dans diverses 
lignées  cellulaires  comme  les  cellules  A6  (lignée  cellulaire  de  rein  de  crapaud) 
(Bindels et al. 1988), ou  les mpkCCDc14  (dérivées de CCD de souris  (description de 
ces  cellules au  chapitre 3.5.1.))  (Butterworth et al. 2005; Mordasini et al. 2005). Ces 
différentes  études  ont montré  que  ce  courant  sodique  est  inhibé  par  l’application 
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d’amiloride. De plus,  la  forskoline  (activateur de  l’AC) ou un analogue de  l’AMPc 
(dibutyryl cAMP) stimule le transport de sodium de façon similaire à la vasopressine 
(Schafer et al. 1990). Il découle de ces expériences que le courant sodique induit par la 
vasopressine  est déclenché par  l’activation de  l’AC  qui  augmente  le  taux d’AMPc 
intracellulaire. Le canal responsable du transport de sodium à travers  la membrane 
apicale  s’avérera plus  tard n’être  autre qu’ENaC  (Canessa  et  al.  1994). Cependant, 
malgré  de  nombreuses  études,  les  mécanismes  moléculaires  responsables  de  la 
régulation à court‐terme d’ENaC par la vasopressine ne sont pas totalement connus 
et  sont matières  à débat. Deux possibilités ont  été  avancées. L’une propose que  la 
vasopressine  induit  un  transport  de  sodium  en  augmentant  la  probabilité 
d’ouverture  d’ENaC  (Po)  (Oh  et  al.  1993)  et  l’autre  en  augmentant  le  nombre  de 




biotinylation  ont montré  qu’une  incubation  courte  (10  à  30 minutes)  des  cellules 




stimulation  de  l’activité  de  la  Na,K‐ATPase  in  vivo  (CCD  de  rat)  et  in  vitro 















Figure  12:  Schéma  de  l’effet  non‐
génomique  de  la  vasopressine  dans  le 
canal  collecteur  cortical. V2R :  récepteur 
à la vasopressine V2, G : protéine G, AC : 









l’AMPc  ou  de  protéines  liant  l’ADN.  Parmi  ces  dernières,  il  existe  CREB  (cAMP 
Response Element‐Binding protein), CREM (cAMP Response Element Modulator) et ATF‐1 
(Activating  Transcription  Factor  1).  Ces  protéines  se  lient  à  une  séquence  d’ADN 
caractérisée par un élément de réponse à l’AMPc (CRE : cAMP Response Element). Il a 








les  rats  contrôles  (DiGiovanni  et  al.  1994).  De  plus,  en  perfusant  des  IMCD 
microdisséqués,  il a été mis en évidence que cette augmentation de  l’expression de 
l’Aqp2,  allait  de  pair  avec  une  induction  de  la  perméabilité  à  l’eau  chez  les  rats 
Battelboro  traités  à  l’AVP  (DiGiovanni  et  al.  1994).  Par  les  techniques 
d’immunofluorescence  et  d’immunomarquage  à  l’or,  une  augmentation  de 
l’expression des Aqp2 au niveau de la membrane apicale et sous‐apicale a été mise en 
évidence  chez  des  rats  Wistar  déshydratés  (Hayashi  et  al.  1994).  Au  niveau 
génétique,  la  caractérisation  de  la  région  promotrice  de  l’Aqp2  a  révélé  plusieurs 
régions  régulatrices  cis  répondant à  l’AMPc dont une  séquence CRE, ainsi que des 
sites  concensus AP1, AP2  et  SP1.  Lorsque  ces  différents  éléments  cis  sont  enlevés 
individuellement,  le  taux  de  transcription  de  l’Aqp2  induit  par  l’AMPc  baisse 
significativement dans deux types de  lignée cellulaire (LLC‐PK1, dérivée du rein de 
porc  et  cellules  d’IMCD  de  rat)  (Hozawa  et  al.  1996).  Cette  stimulation  de 
l’expression de  l’Aqp2 a aussi été montrée dans  les  cellules mpkCCDc14 après  trois 
heures et  jusqu’à 72 heures de traitement avec 1nM d’AVP (Hasler et al. 2002). Une 
‐ 27 ‐ 
restriction  en  eau  de  48h  chez  les  rats  Sprague‐Dawley  cause  une  augmentation 
significative  de  l’expression  protéique  de  l’Aqp2  et  de  l’Aqp3  aussi  bien  dans  la 
partie médullaire que dans la région corticale du rein. Les rats Brattleboro traités cinq 
jours  à  la  vasopressine  présentent  aussi  une  induction  protéique  de  l’Aqp2  et  de 
l’Aqp3 mais celle de l’Aqp3 serait restreinte à la partie médullaire du rein (Terris et 
al. 1996). Chez les rats Spragues‐Dawley déshydratés, des immunomarquages à l’or 




trois sites AP2  (Inase et al. 1995). Bien que  les  facteurs de  transcription AP2 soient 
connus pour être activés par l’AMPc (Hozawa et al. 1996), d’après le travail d’Inase et 
al.,  l’activité du promoteur de  l’Aqp3 est régulée par  le phorbol ester  (analogue du 
diacylglycérol) mais pas par l’AMPc (Inase et al. 1995). Dans les expériences de Terris 
et  al.,  l’expression  protéique  de  l’Aqp4  n’est  modifiée  ni  chez  les  rats  Sprague‐
Dawley restreints en eau ni chez les rats Brattleboro traités à la vasopressine (Terris 
et  al.  1996).  Par  contre,  une  augmentation  de  2,1  fois  de  la  quantité  d’ARNm  de 
l’Aqp4  a  été  détectée  dans  le  cortex  rénal  de  rats Wistar  privés  d’eau  (Murillo‐
Carretero  et  al.  1999). Cela montre  que  ces processus  sont  sensiblement différents 
suivant les conditions et les espèces, et même entre des souches d’une même espèce. 
En  plus  de  son  rôle  de  régulateur  de  la  balance  hydrique,  la  vasopressine  a 
également des  effets à  long  terme  sur  le  transport de  sodium. Dans une  lignée de 




cycloheximide,  cet  effet  à  long  terme  de  la  vasopressine  est  aboli,  relevant  ainsi 
l’importance de  l’action  transcriptionnelle et  traductionnelle de  l’hormone. En effet, 
cette même  étude montre  que  les  taux  d’ARNm  et  la  quantité  de  protéines  de  la 
sous‐unité  α1  de  la  Na,K‐ATPase,  ainsi  que  des  sous‐unités  β  et  γ  d’ENaC  sont 
significativement augmentés par l’AVP (Djelidi et al. 1997). De même, Ecelbarger et 




traitement  des  rats  Brattleboro  à  la  vasopressine  et  d’une manière  plus modeste 
(augmentation de 142% comparée à 238% et 288% pour β et γ ENaC respectivement) 
(Ecelbarger  et  al.  2000).  Une  étude  similaire  faite  sur  le  cortex  rénal  de  rats 
Brattleboro  infusés  cinq  jours au dDAVP  (1‐déamino‐8‐D‐AVP) n’a montré aucune 
augmentation d’αENaC alors que l’induction marquée des sous‐unités β et γ ENaC a 
été confirmée  (Nicco et al. 2001). Dans  la médullaire externe,  la sous‐unité α1 de  la 
Na,K‐ATPase présente une  augmentation de  son  expression protéique  suite  à une 
restriction en eau mais pas suite à une infusion des rats Brattleboro au dDAVP (Kim 
et al. 1999). Des expériences d’immunohistochimie effectuées  chez  le  rat Spragues‐
Dawley ont pu mettre en évidence que la vasopressine induit une augmentation de la 
quantité  intracellulaire  de  sous‐unités  β  et  γ  ENaC  sans  toutefois  influencer  leur 
expression  à  la  membrane  apicale  (Sauter  et  al.  2006).  Cette  étude  suggère  que 
l’augmentation du transport de sodium induit par la vasopressine est engendrée par 















Figure  13 : Schéma  de  l’effet  génomique 
de la vasopressine dans le canal collecteur 
cortical. V2R : récepteur à la vasopressine 
V2,  G :  protéine  G,  AC :  adénylate 
cyclase,  CRE :  régions  régulatrices  cis 






transport  de  solutés.  Ainsi,  dans  la  partie  ascendante  de  l’anse  de  Henle,  la 
vasopressine  induit  en  quelques minutes  un  efflux  unidirectionnel  de  Cl‐  chez  la 
souris (Sasaki et al. 1980). En association avec ce transport de chlore, la vasopressine 
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induit  une  augmentation  de  la  conductance  transcellulaire.  En  présence  de 
furosémide (un  inhibiteur de NKCC2),  l’AVP n’a plus d’effet sur cette conductance 
(Molony et al. 1987). Molony et al. ont ainsi proposé que la vasopressine augmente le 
nombre  de  NKCC2  fonctionnels  à  la  membrane  apicale.  En  outre,  l’infusion 
chronique de vasopressine chez les rats Brattleboro est associée à une augmentation 
de  l’absorption  de  chlore  dans  le  MTAL  (Besseghir  et  al.  1986).  Finalement, 







élevant  la densité des  canaux potassiques apicaux dans  le CCD ainsi que dans  les 
MTAL  et  CTAL  (Cassola  et  al.  1993; Wang  1994).  De  plus,  il  a  été  constaté  que 
l’exposition chronique à la vasopressine, soit par une restriction en eau de plusieurs 






la  partie  terminale  de  l’IMCD  (Gillin  et  al.  1992).  De  façon  surprenante,  les  rats 
Brattleboro  traités  5  jours  au  dDAVP  présentent  une  diminution  de  l’abondance 
protéique  d’un  transporteur  d’urée  (UT‐A1),  alors  que  12  jours  de  ce  traitement 
augmentent  l’expression  d’UT‐A1  (Kim  et  al.  2004).  Ce  délai  est  en  accord  avec 
l’augmentation progressive de l’osmolalité urinaire observée chez les rats Brattleboro 
traités  à  l’AVP  (Harrington  et  al.  1968).  Il  a  été  proposé  que  chez  ces  rats,  la 
vasopressine  augmenterait  UT‐A1  indirectement  après  un  effet  direct  sur 





une  lente et  faible augmentation du  transport d’urée, suivie d’une deuxième phase 
durant  laquelle  l’activation du  flux d’urée accélère pour atteindre un plateau après 
50 minutes  de  traitement.  En  utilisant  un  inhibiteur  de  la  PKA,  les  auteurs  ont 
montré que ce flux d’urée induit par la vasopressine n’est qu’en partie dépendant de 
la PKA (Froehlich et al. 2006).  
Des effets  transcriptionnels de  la vasopressine  sur  ses propres  récepteurs ont aussi 
été  identifiés.  En  effet,  des  rats  soumis  à  une  restriction  en  eau  de  12h  et  72h 





sur V1aR  et  sur V2R. En  effet,  au  contraire des  expériences  citées précédemment, 
dans les OMCD microdisséqués de rat, une exposition à la vasopressine plus courte 
(90 minutes) stimule  l’expression de  l’ARNm de V2R. Mais une augmentation plus 
importante  est observée  en  exposant des OMCD  à un mélange de vasopressine  et 




transcriptome  rénal  au  moyen  de  différentes  techniques.  L’une  d’entre  elles  est 
l’analyse en série de l’expression de gènes (SAGE : Serial Analysis of Gene Expression). 
Cette  analyse  est  basée  sur  le  séquençage de petites  séquences de  10‐11 paires de 
bases  localisées  de  manière  définie  sur  chaque  transcrit  permettant  d’identifier 
individuellement  les  ARNm  (Madden  et  al.  2000).  La  caractérisation  d’un 
transcriptome par SAGE permet potentiellement de détecter tous les transcrits, qu’ils 
soient connus ou non avant  l’analyse  (Firsov 2004). L’utilisation de cette  technique 
par Robert‐Nicoud et al. dans la lignée de cellules mpkCCDc14 stimulée 4 heures à la 
vasopressine  a  permis  d’identifier  48  transcrits  induits  par  la  vasopressine  (VIT : 
Vasopressi‐Induced  Transcripts)  et  11  transcrits  réprimés  par  la  vasopressine  (VRT : 
Vasopressin‐Repressed  Transcripts)  (Robert‐Nicoud  et  al.  2001). On  trouve  parmi  les 
VIT,  RAMP3  (Receptor  Activity Modifying  Protein  3)  un membre  d’une  famille  de 
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protéines chaperonnes impliquées dans la gycosylation et le transport à la membrane 
plasmique  du  récepteur  CRLR  (Calcitonin  Receptor‐Like  Receptor)  et  HNF‐3‐α 
(Hepatocyte Nuclear  Factor‐3‐α)  qui  appartient  à  une  grande  famille  de  facteurs  de 
transcription (Robert‐Nicoud et al. 2001). Une autre approche visant à l’analyse d’un 
transcriptome  est  la  technique  de  « microarray ».  Ce  procédé  est  basé  sur 
l’hybridation d’ADN  complémentaire  (ADNc)  à un  ensemble d’ADNc  fixé  sur un 
support solide (puce). Contrairement au SAGE, la caractérisation d’un transcriptome 
par  « microarray »  est  limitée  à  un  nombre  de  transcrits  connus  fixés  sur  la  puce 
d’ADNc.  Par  cette  approche,  Brooks  et  al.  ont  identifié  les  gènes  régulés  par  la 
vasopressine  dans  la  partie médullaire  du  rein  de  rat.  La  puce d’ADNc  contenait 
1176 gènes et les auteurs ont identifié 137 VIT et 10VRT. Parmi les VIT de cette étude, 






voie de  signalisation de  la vasopressine. Ainsi, des  études  ex  vivo  ont montré que 
l’endothéline‐1 (ET‐1) réduit spécifiquement la production d’AMPc engendrée par la 
vasopressine  dans  les  CCD,  OMCD  et  IMCD  isolés  chez  le  rat  et  cela  par  un 
mécanisme dépendant de  la protéine kinase C  (PKC)  (Tomita et al. 1990). De plus, 
l’ET‐1 inhibe le transport d’eau dépendant de la vasopressine dans les CCD (Tomita 
et al. 1993) ainsi que dans les IMCD de rat (Oishi et al. 1991). L’ET‐1 inhibe aussi la 




protéine Gq).  In  vivo,  les  souris dont  le gène de  l’ET‐1  a  été  supprimé de manière 







aussi de  telles  caractéristiques. En  effet,  cette dernière  inhibe  l’augmentation de  la 
perméabilité  à  l’eau  induite  par  la  vasopressine  dans  les  CCD  de  lapin  perfusés 
(Muto et al. 1985). Dans cette expérience,  l’action de  la dopamine est attribuée à sa 
liaison au  récepteur dopaminergique D2, puisqu’un antagoniste des  récepteurs D2 
(métoclopramide) prévient  cet effet  (Muto et al. 1985). Dans  le CCD de  rat, Sun et 
Schafer ont observé que  la dopamine  inhibe  le  transport d’eau et de sodium  induit 
par la vasopressine (Sun et al. 1996). De plus, la dopamine (à partir d’1μM) diminue 
significativement le taux d’AMPc induit par l’AVP dans les CCD microdisséqués de 
ce  rongeur  (Li  et  al.  1998). Cependant,  chez  le  rat,  ce processus  serait  attribué  au 
récepteur D4  car  la  clozapine, qui est un antagoniste  spécifique pour  ce  récepteur, 
prévient l’inhibition par la dopamine des effets de l’AVP, alors que les antagonistes 




effets de  la dopamine et de  la norépinephrine sur  l’accumulation d’AMPc et sur  le 
transport d’eau dû à la vasopressine (Edwards et al. 2001). L’effet de la dopamine est 
supprimé  par  différents  antagonistes  de  l’α2‐adrénorécepteur  (rauwolscine, 
yohimbine, idazoxane) dans les IMCD de rat. De plus ils ont montré que la clozapine 
renverse  aussi  l’action  inhibitrice de  la  norépinephrine  sur  l’action de  l’ADH. Les 
auteurs  de  cette  étude  concluent  que  l’effet  inhibiteur  de  la  dopamine  décrit 
précédemment pourrait être produit par les récepteurs α2‐adrénergique (Edwards et 
al. 2001). En conséquence, bien que l’effet de la dopamine sur la voie de signalisation 
de  la vasopressine ne semble pas  remis en question,  le mécanisme moléculaire par 
lequel ces processus ont lieu n’est pas totalement clair.  
Il  est  également  intéressant  de  constater  que  ces  mécanismes  peuvent  être 
dépendants  des  espèces.  La  prostaglandine  E2  (PGE2)  inhibe  l’accumulation  de 
l’AMPc ainsi que  le  transport d’eau et de sodium produit par  la vasopressine dans 
les CCD de lapin, mais pas dans les CCD de rat. Par contre, la clonidine (agoniste de 




D’autres  effets  d’hormones  ont  été  étudiées  chez  le  lapin.  Par  exemple,  la 
prostaglandine F2α (PGF2α) inhibe la réabsorption d’eau engendrée par l’AVP dans 
les CCD perfusés de lapin. De plus, un agoniste de PGF2α (latanoproste) diminue le 










Le  diabète  insipide  (DI)  et  le  syndrome  de  sécrétion  inappropriée  de  l’hormone 




pour  compenser  la  déshydratation.  Cette  maladie  peut  être  d’origine  centrale 
(neurogénique)  ou  néphrogénique.  Le  diabète  insipide  central  résulte  d’une 
incapacité  de  la  glande  pituitaire  à  sécréter  la  vasopressine.  Le  modèle  animal 
classique  pour  l’étude  de  ce  type  de  DI  est  le  rat  Brattleboro  mentionné 
précédemment.  Le  diabète  insipide  néphrogénique  (NDI)  peut  être  congénital  ou 
acquis et provient d’une inaptitude du rein à répondre à la vasopressine. La plupart 
(90%) des NDI héréditaires sont la conséquence de mutations récessives dans le gène 
du  récepteur  à  la  vasopressine  V2.  Ces  mutations  peuvent  conduire  soit  à  des 
récepteurs qui atteignent la surface cellulaire mais qui sont incapables de lier l’AVP 
et d’avoir une signalisation correcte, soit à des récepteurs qui présentent un défaut de 
transport  intracellulaire  et qui ne parviennent  jamais à  leur destination  finale. Ces 
dernières  sont  les mutations  les  plus  répandues.  En  outre,  environ  10%  des NDI 
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congénitaux  sont  dus  à  des mutations  dominantes  ou  récessives  dans  le  gène  de 
l’Aqp2.  La  forme  acquise  du  NDI  peut  apparaître  lors  de  thérapie  au  lithium 
(traitement  des  troubles  bipolaires),  en  cas  d’hypercalcémie,  d’hypokaliémie,  de 
diètes pauvres en protéine et d’obstruction urétérale. L’âge est également un facteur 




volémie.  La  prise  d’eau  entraîne  une  rétention  de  celle‐ci  et  conduit  à  une 
hyponatrémie  et  une  hypoosmolalité  plasmatique.  Un modèle  animal  du  SIADH 






parallèlement à cette excrétion accrue d’urine,  l’expression de  l’Aqp2 est  fortement 
diminuée (Ecelbarger et al. 1997). Dans une expérience semblable, une augmentation 
de l’expression de NCC et d’ENaC est constatée (Song et al. 2004). Ces changements 
pourraient  servir  à  diminuer  l’hyponatrémie  présente  chez  le  modèle  animal  de 
SIADH (Song et al. 2004). 
Récemment, une  étude  a  révélé  le  cas de deux  enfants présentant des  symptômes 
semblables  à  ceux  du  SIADH :  une  hyponatrémie  et  une  hypoosmolarité 
plasmatique. En revanche, le niveau plasmatique de vasopressine était indétectable. 
En  fait,  ces  enfants  possèdent  une  mutation  du  récepteur  V2  conduisant  à  une 
activation constitutive du récepteur. En effet, en reproduissant ces mutations in vitro, 
les auteurs de cette étude ont pu constater que  l’activation de ces récepteurs mutés 
produissant  4  à  7,5  fois  plus  d’AMPc  que  celle  des  V2R  de  type  sauvage.  Ces 
mutations conduisant à une augmentation de  la fonction de V2R sont  les premières 





 L’aldostérone  est une hormone  stéroïdienne produite dans  la zone glomérulée du 
cortex  de  la  glande  surrénale  (Lumbers  1999).  Elle  est  synthétisée  à  partir  du 
cholestérol  qui  est  converti  en  prégnénolone,  en  progestérone,  en 





















L’angiotensine  II  est  le  régulateur  principal  de  la  sécrétion  d’aldostérone. Mais  la 
concentration potassique du plasma  est  également un  régulateur physiologique de 
cette  sécrétion  (Lumbers  1999). L’angiotensine  II  est  produite  grâce  au  précurseur 
angiotensinogène  qui  est  convertie  en  angiotensine  I  par  la  rénine.  Puis 
l’angiotensine  I,  qui  n’a  pas  d’activité  biologique  connue,  est  transformée  en 
angiotensine II par l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE) (Lumbers 1999). 
La  sécrétion  de  rénine  dans  la  circulation  est  induite  par  une  augmentation  de 
l’activité  du  système  sympathique,  ainsi  que  par  une  réduction  de  la  pression  de 
perfusion rénale ou une diminution de l’apport de sodium aux cellules de la macula 
densa  (Lumbers 1999; Persson 2003; Schweda et al. 2005). En outre,  l’activité de  la 
rénine  et  la  sécrétion  de  rénine  et  d’aldostérone  varient  de  façon  coordonnée  en 
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fonction  du  cycle  circadien  (Hurwitz  et  al.  2004).  Chez  l’homme,  la  sécrétion 
d’aldostérone  atteint  son  paroxysme  en  début  de  soirée.  Les  concentrations 
plasmatiques d’aldostérone varient autour de l’ordre du nM  (Hurwitz et al. 2004).  
Dans  le  rein,  l’action  de  l’aldostérone  a  lieu  dans  le  néphron  distal  sensible  à 
l’aldostérone  (ASDN : Aldosterone‐Sensitive Distal Nephron)  qui  comprend  le DCT2, 
CNT, CCD, OMCD et IMCD (Loffing et al. 2001). Dans l’ASDN,  les effets principaux 
de l’aldostérone sont la régulation de la réabsorption de Na+ et de la sécrétion de K+ 
en  agissant  sur  les  transporteurs  tels  que  ENaC,  la  Na,K‐ATPase  et  ROMK. 
L’aldostérone  agit par différents mécanismes qu’il  est possible de  classer  en  effets 
génomiques et non‐génomiques.  
La  voie  de  signalisation  par  laquelle  l’aldostérone  agit  de  façon  génomique  a  été 
abondamment  étudiée  (Figure  15).  L’aldostérone  diffuse  à  travers  la  membrane 










permanente  par  les  glucocorticoïdes  et  de  permettre  à  l’aldostérone  d’exercer  des 
effets spécifiques. En effet, les cellules de l’ASDN expriment la 11β‐hydroxystéroïde 
deshydrogénase  de  type  II  (11β‐HSDII)  qui  catalyse  la  conversion  du  cortisol  en 
cortisone ou de  la corticostérone en 11 ‐déhydrocorticostérone. Ces produits  lient  le 
MR avec une affinité beaucoup plus  faible que  leurs précurseurs  favorisant ainsi  la 
liaison de l’aldostérone (Farman 1999).  
Le  récepteur activé par  la  liaison de  l’aldostérone est  transloqué du cytoplasme au 
noyau et se fixe sur une séquence d’ADN caractérisée par un élément de réponse aux 
hormones  (HRE :  Hormone  Responsive  Element)  qui  se  trouve  dans  la  région 
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promotrice  des  transcrits  induits  par  l’aldostérone  (AIT:  Aldosterone‐Induced 
Transcripts) et réprimés par l’aldostérone (ART : Aldosterone‐Repressed Transcripts). 
Les études réalisées sur des modèles d’épithélia d’amphibiens ont permis de mettre 
en  évidence  les  3 phases principales de  l’effet de  l’aldostérone  sur  le  transport de 
sodium (Horisberger et al. 1992). Une première phase de latence (30‐60min) est suivie 
d’une deuxième période (2‐3h) définie comme une phase précoce durant laquelle une 
forte  augmentation  du  transport  de  sodium  est  observée  parallèlement  à  une 




une  augmentation  de  l’expression  de  protéines  induites  par  l’aldostérone  qui 
agissent sur les transporteurs préexistant. SGK1 (Sérum et Glucocorticoïde Kinase 1), 
GILZ  (Glucocorticoid‐Induiced Leucine Zipper)  et K‐Ras  sont  trois AIT qui pourraient 
être  impliqué  dans  la  phase  précoce  de  l’action  de  l’aldostérone  sur  le  courant 
d’ENaC.  En  effet,  ces AIT  sont  rapidement  régulés  par  l’aldostérone.  Tandis  que 
K‐Ras agit sur la probabilité d’ouverture d’ENaC dans les cellules A6 (Staruschenko 
et  al.  2005),  SGK1  et  GILZ,  pour  leur  part,  augmentent  principalement  le  trafic 
d’ENaC à la surface cellulaire des ovocytes de Xenopus laevis (Bhalla et al. 2006).  
L’action précoce et  tardive de  l’aldostérone sur  l’induction du  transport de sodium 
est  caractérisée par une  augmentation de  l’expression des  transporteurs  impliqués 
directement  dans  ce  transport.  Ainsi  il  a  été montré  que  l’aldostérone  augmente 
l’expression de la sous‐unité α d’ENaC sans modifier l’expression des sous‐unités β 
et γ dans  les cellules mpkCCDc14 (Bens et al. 1999) et  les cellules MDCK (Mick et al. 
2001)  ainsi  que  chez  les  rats  adrénalectomisés  (ADX)  et  ayant  reçu  une  dose 
d’aldostérone  (Loffing et al. 2001). De plus,  les  immunomarquages des  sous‐unités 
d’ENaC réalisés après 4 heures de traitement à l’aldostérone des rats ADX montrent 
très  nettement  une  translocation  d’α‐,  β‐  et  γ‐  ENaC  à  la membrane  apicale  des 
cellules de  l’ASDN, principalement de  la première partie de  l’ASDN  (Loffing et al. 
2001). 
L’action de l’aldostérone sur l’activité et le nombre de α‐Na,K‐ATPase exprimées à la 
surface des CCD  isolés de  rat ADX  et des  cellules mpkCCDc14  est présente dès  la 
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phase précoce. Dans  les  cellules mpkCCDc14,  en  revanche,  l’expression  totale de  la 


















Figure  15:  Représentation  schématique  des  effets  génomiques  précoces  et  tardifs  de 
l’aldostérone sur  le transport de sodium dans  la cellule principale du rein. La sous‐unité α‐ 
ENaC,  l’  α‐Na,K‐ATPase,  SGK  1,  GILZ  et  K‐Ras  sont  5  AITs  (Transcrits  induits  par 
l’aldostérone). K‐Ras pourrait agir sur  la Po  (Probabilité d’ouverture d’ENaC) et SGK 1 et 
GILZ  sur  le  transport  à  la membrane  apicale  d’ENaC. MR :  récepteur minéralocorticoïde, 
GR : récepteur glucocorticoïde. 11‐βHSDII : 11β‐hydroxystéroïde deshydrogénase de type II. 
Comme  mentionné  précédemment,  des  effets  rapides  non‐génomiques  de 
l’aldostérone ont été décrits dans  le rein. Cependant  il n’est pas encore possible de 
construire  une  théorie  cohérente  tenant  compte  des  divers  résultats  obtenus.  Les 
augmentations  aiguës de  la  concentration de Ca2+  et du pH  intracellulaire  seraient 
des  médiateurs  précoces  de  cette  action  de  l’aldostérone  (Sheader  et  al.  2002). 
Comme il l’a été démontré dans la lignée de cellules MDCK, la voie de signalisation 
des  MAPK  semble  aussi  impliquée  (Gekle  et  al.  2001).  De  plus,  une  forte 
augmentation du niveau d’AMPc a été observée dans  les  IMCD  isolés de  rat  traité 
4 minutes  à  des  concentrations  physiologiques  d’aldostérone.  Cet  effet  est 










récente  effectuée dans  les  cellules RCCD2 de  rat a montré que  l’aldostérone  induit 
rapidement (<2h) un transport de sodium qui n’est bloqué ni par un antagoniste du 
MR,  ni  par  la  cycloheximide mais  qui  est  en  revanche  dépendant  de  la  PKC  (Le 
Moellic  et al. 2004). En outre,  les  effets non‐génomiques  et génomiques pourraient 




semble  peu  probable  qu’il  s’agisse  du MR  étant  donné  que  des  inhibiteurs  de  ce 
récepteur n’influencent pas ces actions. De plus l’interprétation des données favorise 
un récepteur membranaire étant donné la rapidité de ces réponses et le fait que dans 





En  perfusant  des  CCD  isolés  de  rat,  Tomita  et  al.  ont  démontré  qu’une 
administration  chronique  de  DOCA  (Desoxycoricosterone  Acetate :  aldostérone 
synthétique  à  longue  durée  d’action)  induit  une  réabsorption  de  sodium  et  une 
sécrétion  de  potassium  et  qu’une  application  consécutive  de  vasopressine  in  vitro 




dernier est aboli par un  traitement à  l’amiloride prouvant qu’il  s’agit du  transport 
dépendant d’ENaC (pas encore cloné lors de l’étude de Reif et al.). 
Afin de comparer les actions synergiques de l’aldostérone et de la vasopressine chez 
le  rat  et  le  lapin, Chen  et al. ont mis  en  évidence que  contrairement à  ce que  l’on 
observe chez le rat, le flux de sodium n’est pas plus grand lors d’une incubation à la 
vasopressine  des  CCD  de  lapin  prétraités  au  DOCA  par  rapport  aux  CCD  sans 
prétraitement  (Chen  et  al.  1990).  En  revanche,  la  vasopressine  augmente  plus 
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fortement  la  perméabilité  à  l’eau  (Pf)  dans  les  CCD  de  lapin  ayant  subis  une 
administration de DOCA que dans  les CCD contrôles, alors que ce n’est pas  le cas 
chez le rat. Sur ce dernier point, les auteurs de cette étude ont remarqué que l’effet de 









Cette  introduction  générale  permet  de  se  rendre  compte  de  la  complexité  des 
mécanismes impliqués dans l’homéostasie du milieu extracellulaire. S’il est possible 
d’expliquer  globalement  les  mécanismes  impliqués  dans  la  régulation  fine  de  la 
réabsorption  de  l’eau  et  du  sodium  au  niveau  du  canal  collecteur,  il  existe 
énormément  de  subtilités  entre  les  espèces  et  de  fortes  variations  en  fonction  du 
contexte cellulaire. Les  types et  les durées des  traitements visant à comprendre  les 













VIT32  (Vasopressin  Induced  Transcript  32)  est  le  32ème  transcrit  induit  par  la 
vasopressine que  le SAGE de Robert‐Nicoud et al. a  identifié.  Il représente  l’intérêt 
du travail présenté dans ce chapitre.  
2.1.1.  Expression de VIT32 
Dans  les  mpkCCDc14,  l’analyse  par  northern  blot  a  montré  que  l’expression  de 
l’ARNm de VIT32 est induite par la vasopressine à partir d’une heure de traitement 
et atteint un maximum après 4 heures. De plus, cette induction reste présente jusqu’à 
24 heures de  traitement à  l’AVP  (Nicod et al. 2002), ce qui n’est pas  le cas pour  les 
autres VITs. Les analyses faites dans cette même lignée de cellules ont montré qu’une 
dose  de  vasopressine  de  10pM  (dose  se  trouvant  dans  la  tranche  des  doses 
physiologiques)  suffit  à  l’induction  de  l’expression  de  VIT32  (Nicod  et  al.  2002) 
(Figure  16).  Chez  la  souris,  des  northern  blots  préparés  avec  l’ARNm  extrait  de 
différents tissus ont montré que l’expression de l’ARNm de VIT32 est ubiquitaire. 
 
Figure  16 : Expression  de VIT32  dans 
les  cellules mpkCCDc14. A. Analyse de 
l’expression  de  VIT32  en  fonction  du 
temps.  ARN  extrait  de  cellules  non 
traitées  (control)  ou  stimulées  avec 
10‐8M  d’AVP  durant  la  période  de 
temps  indiquée.  B.  Analyse  de 
l’expression  de  VIT32  en  fonction  des 
différentes  concentrations  de 
vasopressine  (comme  indiqué)  durant 








protéine humaine paralogue  à VIP32  a  été  identifiée. Ce paralogue nommé hTC‐1 
(human Thyroid Cancer‐1) partage 25% d’identité avec VIP32 et a été précédemment 
identifié  comme un des  transcrits  surexprimés  chez  l’humain  lors de  cancer de  la 
thyroïde  (Chua  et  al.  2000). Dans une  lignée de  cellules humaines de  thyroïde  où 
hTC‐1  est  surexprimée  de  façon  stable,  le  taux  de  prolifération  cellulaire  est 
augmenté  et  les  phénomènes  d’apoptose  sont  diminués  (Sunde  et  al.  2004).  Les 




le bœuf,  le poulet  et  le poisson zébré. Ces orthologues à VIP32  et hTC‐1 n’ont  été 
identifiés que chez les vertébrés (Nicod et al. 2002).  
2.1.2.  Fonctions de VIT32 









































VIT32  est  injecté  seul,  ce  dernier  induit  la maturation  des  ovocytes.  Lorsque  l’ARNc  de 
VIT32 est co‐injecté avec celui d’ENaC, VIT32 diminue  le courant sensible à  l’amiloride. A 
partir de (Nicod et al. 2002). 
Premièrement,  lorsque  l’ARNc  de  VIT32  est  injecté  seul,  ce  dernier  induit  la 
maturation des ovocytes ce qui est détectable par l’apparition d’un point blanc sur le 
‐ 43 ‐ 
pôle  animal  de  l’ovocyte.  VIT32 mime  la maturation  des  ovocytes  induite  par  la 
progestérone. En effet,  il a été montré que  la progestérone  sécrétée par  les  cellules 
folliculaires active la voie des MAPK (mitogen‐activated protein kinase) constituée de la 
protéine Mos, MEK1 (MAPK/ERK Kinase) et ERK2 (extracellular signal‐regulated kinase 
2).  Cette  voie  de  signalisation  active  à  son  tour  le  facteur  de  promotion  de  la 
maturation  (MPF)  composé d’un  complexe de Cdc2  et de  cycline B. Ce processus 
remet en route le cycle cellulaire qui était arrêté en phase G2 de la méiose 1 (Ferrell 
1999)  et  conduit  ainsi  à  la maturation des  ovocytes. Dans  les  ovocytes,  la  voie de 
signalisation des MAPK  a  été disséquée  en utilisant des  inhibiteurs des différents 
membres  de  cette  cascade.  Cette  analyse  a  permis  de  déterminer  que  l’action  de 
VIT32 sur cette voie est  localisée en amont de  la protéine MEK1  (Nicod et al. 2002) 
(Figure 17).  
Deuxièmement,  lorsque  l’ARNc  de VIT32  est  co‐injecté  avec  celui  d’ENaC, VIT32 
diminue de  70%  le  courant  sensible  à  l’amiloride  (INa).  Il  a  été démontré que  cette 
régulation passe également par la voie des MAPK et que l’action de VIT32 se situe en 
amont  de MEK1. De  plus,  la  progestérone  ainsi  que  hTC‐1  (paralogue  de VIT32) 
engendrent  également une diminution du  courant  sodique de manière  similaire  à 
VIT32. En déterminant le taux d’expression d’ENaC à la surface cellulaire au moyen 




mécanismes  moléculaires  de  la  diminution  de  courant  sensible  à  l’amiloride 
engendré par la progestérone (Michlig et al. 2005). Il avait été montré auparavant que 
l’activation  de  ERK  pouvait  provoquer  la  phosphorylation  des  sous‐unités  β  et  γ 
d’ENaC  sur  les  résidus  Thr‐613  et  Thr‐623  respectivement.  Ces  phosphorylations 
augmentent  l’affinité  de  liaison  de  Nedd4‐1  (homologue  de  Need4‐2)  sur  les 







INa.  La  co‐injection  avec  ENaC  d’un  mutant  de  Nedd4‐2  catalytiquement  inactif 






courant  sensible  à  l’amiloride  par  un  mécanisme  dépendant  de  Need4‐2  en 
diminuant la probabilité d’ouverture d’ENaC. 
Ces expériences  faites dans  l’ovocyte de Xenopus  laevis ont conduit à étudier  le rôle 
de ERK1/2 dans le canal collecteur cortical en utilisant  les cellules mpkCCDc14 et les 
tubules microdisséqués de  souris  (Michlig et al. 2004)  (la microdissection des CCD 
ainsi  que  les  western  blot  faits  sur  ces  CCD  microdisséqués  constituent  ma 
contribution à cette étude). Chez  la souris, en conditions basales,  la forme active de 
ERK1/2  (forme phosphorylée) est  localisée dans  la partie distale du néphron  (DCT, 
CNT et CCD) (Figure 18A). La vasopressine et l’aldostérone ne changent pas l’état de 
phosphorylation de base de ERK1/2, ni dans les CCD isolés (Figure 18B et C), ni dans 
les  cellules  mpkCCDc14.  Dans  cette  lignée  cellulaire,  il  a  été  constaté  que  les 
inhibiteurs de MEK1/2  réduisent  le  courant  sodique non  stimulé  et  stimulé par  la 
vasopressine  ou par  l’aldostérone. Cette diminution  de  courant  est  corrélée  à une 
baisse  de  l’état  de  phosphorylation  de  ERK1/2. Afin  de  déterminer  si  la  voie  de 
signalisation de ERK1/2 contrôle ENaC ou  la Na,K‐ATPase  (les deux  transporteurs 
principaux du CCD responsables du courant transépithélial sodique), les mpkCCDc14 
ont été perméabilisés successivement du côté apical et du côté basolatéral. Ainsi, il a 
été  déterminé  que  l’inhibition  de  la  phosphorylation  de  ERK1/2  entraîne  une 
réduction du courant  sodique par une diminution de  l’activité de  la Na,K‐ATPase. 
Alors  que  cette même  inhibition n’entraîne  aucun  effet  sur  le  courant  qui passe  à 
travers ENaC. De plus, une réduction significative d’activité de la Na,K‐ATPase suite 







































même  blot,  l’anticorps  anti‐ERK1/2  détecte  une  forte  expression  de  ERK1/2  total  (forme 
active et inactive) dans le tubule proximal (PCT) mais n’est pas assez sensible pour détecter 
ERK1/2  dans  les  autres  parties  du  néphron. B  et C  : Aucun  changement  d’expression  de 
pERK1/2 significatif n’est induit par la vasopressine ou l’aldostérone dans les CCD isolés de 







sodique,  le  transport d’eau  et  la prolifération  cellulaire. Cependant,  la  transfection 
stable des cellules mpkCCDc14 et des cellules mCCD, une autre lignée de cellules de 
CCD  de  souris  (Gaeggeler  et  al.  2005),  n’a  rencontré  jusqu’à  aujourd’hui  aucun 
succès parmi les différents utilisateurs.  
De plus, comme on vient de le voir, la voie de signalisation des MAPK peut avoir des 
cibles  différentes  suivant  le  système  dans  lequel  elle  agit.  Il  semblait  donc  plus 
approprié d’utiliser une approche permettant d’étudier VIT32 in vivo.  
Le procédé classique pour examiner le rôle d’une protéine dans son environnement 
physiologique  est  d’utiliser  une  souris  dont  le  gène  qui  code  pour  la  protéine  en 






KO classique où  l’inactivation du gène se  fait dans  tous  les  tissus dès  les premiers 
stades  fœtaux  et  jusqu’à  l’âge  adulte,  les  avantages  d’un  KO  conditionnel  sont 
multiples. En effet, il permet d’étudier des gènes dont la suppression engendrerait un 
phénotype  létal précoce  chez  les  souris KO  classique. De plus,  il permet de  cibler 
l’inactivation  d’un  gène  dans  un  tissu  précis,  ce  qui  facilite  grandement 




Ce  système  comprend  deux  éléments,  une  enzyme  recombinase  et  une  séquence 
d’ADN  reconnue  spécifiquement  par  la  recombinase.  Cette  reconnaissance  se  fait 
grâce à une séquence consensus orientée (site spécifique) et  la recombinase catalyse 
la  recombinaison  entre  deux  de  ces  sites. Cette  recombinaison  peut  se  faire  alors 
même que les sites spécifiques se trouvent à des distances lointaines (Mb). Le type de 
recombinaison  (excision,  intégration,  inversion,  translocation)  est  déterminé  par 
l’orientation  d’un  site  spécifique  par  rapport  à  l’autre  (Dymecki  1996).  Si  la 





qui  comprend  deux  séquences  de  13pb  inversement  répétées  qui  entourent  une 
séquence  de  8pb  (Kwan  2002).  Cette  dernière  définit  l’orientation  du  site 
spécifiquement reconnu par les recombinases Cre et Flp (Figure 19). La taille des sites 

























La  génération  de  souris  KO  conditionnel  est  réalisée  en  croisant  deux  souris 
transgéniques. Une des  souris  transgéniques  exprime  la  recombinase  (Cre  ou  Flp) 
dans un  tissu  spécifique  et à un  stade  embryonnaire ou postnatal donné  et  l’autre 
souris possède le gène ou une partie essentielle du gène à supprimer entouré de deux 











cette  thèse. Les  résultats  intermédiaires  et  les  contrôles des différentes  étapes  sont 

















1. Construction du vecteur cible  (contenant  le gène à supprimer entouré des  loxP  (gène ou 
allèle  floxé)). 2. Electroporation des  cellules ES 129/SvEv  avec  le vecteur  cible  linéarisé. 3. 
Sélection des clones de cellules ES dans lesquels la recombinaison homologue du vecteur cible 
dans  le  génome  de  la  souris  s’est  produite  de  manière  appropriée  (PCR,  Southern  blot, 
Caryotype). 4. Injection de cellules de clones ES positifs (recombinants) dans un blasotcycte 
de  souris  C57BL/6.  5.  Obtention  de  chimère  (129/SvEV  et  C57/BL6)  et  croisement  des 
chimères  avec  des  souris  C57BL/6.  6.  Transmission  de  l’allèle  floxé  à  la  descendance.  7. 




























Pour  commencer,  les  caractéristiques du  gène VIT32  ont  été déterminées. Chez  la 
souris, VIT32 se trouve sur le brin négatif du chromosome 19 (Figure 21). Il possède 
trois exons. Le premier exon a une taille de 62 paires de base (pb) suivi d’un intron 
de  3835pb,  puis  vient  le  deuxième  exon  qui  fait  281pb,  une  région  intronique  de 
898pb et finalement le troisième exon dont la taille est de 447pb. La partie codante se 
trouve  sur  les  exons  2  et  3.  La  totalité  des  deux  exons  et  de  la  région  intronique 
représente une grandeur de  1626pb. Cette  taille modeste  a permis d’imaginer une 
stratégie de clonage visant une délétion de toute cette partie codante (appelée ʺrégion 
vitaleʺ) et ainsi d’éliminer avec  certitude  la  fonctionnalité du gène. Afin de ne pas 
perturber l’expression de VIT32 dans les tissus où il ne doit pas être supprimé, il est 




de  la phosphatidylinositol  4‐kinase  type 2  (Pi4k2). Pi4k2 possède 10  exons dont  la 
partie  codante  va  du  premier  exon  au  neuvième.  Il  fallait  aussi  préserver  la 
fonctionnalité  de  ce  gène. Un  gène  sans  fonction  connue  se  trouve  à  18500pb  en 





























Cadre de lecture ouvert :
62 bp 281 bp 447 bp
ATG STOP





Un  BAC  est  une  partie  d’ADN  génomique  digéré  partiellement,  cloné  dans  un 






clone. Ainsi  les  BAC  possédant  le  gène  d’intérêt  peuvent  être  commandés.  Cette 
partie  du  travail  a  été  effectuée  par  le  Groupe  du  Docteur  Pierre  Meneton  à 
l’INSERM (Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale) à Paris. 
Les  BAC  fournis  (Incyte  Genomics,  Inc.)  proviennent  d’une  librairie  de  cellules 
souche  embryonnaire  (ES  cells  (Embryonic Stem  cells)) de  souris de  souche 129/SvJ. 
‐ 51 ‐ 





que  la  totalité  des  régions  d’intérêts  (trois  régions)  était  présente.  Ces  différentes 











Figure 22 : Localisation des  amorces pour  les PCR permettant de  contrôler  la présence des 
trois régions indispensables à la création du vecteur cible pour le KO. 
Ces PCR ont  été  exécutées  en utilisant  la Taq polymérase  (Pharmacia), à partir de 
quelques  cellules  de  BAC  mélangées  à  25μl  d’eau.  Ce  processus  crée  un  choc 
osmotique  et  rend  l’ADN accessible à  la polymérase. Les amorces  sens  et antisens 



















du matériel  à  utiliser.  En  effet,  le  BAC  qui  contient  les  régions  d’intérêts  décrites 




la  région  homologue  5’  dans  le  vecteur  pSPORT1  en  utilisant  le  site  KpnI.  Le 
deuxième  sous‐clonage  a  été  fait  en  digérant  le  BAC  avec  l’enzyme  de  restriction 
SpeI, ce qui a permis d’obtenir, entre autres, un  fragment de 11034 paires de bases 
(pb) qui contenait la région vitale et la région homologue 3’. Ce fragment a été cloné 
dans  pSPORT1.  Ces  deux  vecteurs  portent  le  nom  de  pSPORT/BAC‐KpnI  et 
pSPORT/BAC‐SpeI respectivement. Afin de parvenir à ces sous‐clonages, l’ADN des 
BAC  a  été  extrait  selon  le  protocole  disponible  sur  le  site  web 
http://www.chori.org/bacpac/bacpacmini.htm. A  cause  de  leur  taille,  les  BAC  sont 
très  fragiles et des manipulations  très soigneuses ont été requises. Il a  fallu en effet 
éviter  le mélange  par  vortex  et  la  congélation  des  BAC. Ainsi  à  partir  de  l’ADN 
extrait des BAC, 35 μl ont été digérés avec KpnI ou SpeI durant une heure à 37°C. 1μg 
de vecteur pSPORT1 a été digéré avec ces mêmes enzymes une heure à 37°C, puis 1μl 
de  phosphatase  alcaline  (1  unité/μl)(  Boehringer  Mannheim)  est  ajoutée  durant 
45 minutes  à  37°C.  L’étape  suivante  est  la  ligation  des  fragments  dans  le  vecteur 
pSPORT1. Comme mentionné précédemment, le travail avec les BAC demande plus 
de soin qu’un clonage habituel et il semble que l’extraction de l’ADN des BAC d’un 
gel  d’agarose  n’est  pas  possible.  Si  bien  qu’après  la  digestion,  une  purification 
d’ADN en utilisant  la méthode d’extraction au Phénol‐Chloroforme, puis une  ligation 
de tous les fragments obtenus par la digestion a été effectuée. La ligation a été faite 
durant  la  nuit  à  14°C  avec  la  T4  Ligase  (Roche).  Les  produits  de  ligation  ont  été 
transformés  dans  E.Coli  HB101  pour  le  clonage  pSPORT/BAC‐KpnI  et  dans  les 
bactéries  NovaBlue  Singles  Competent  Cells  (Novagen)  pour  le  clonage 
pSPORT/BAC‐SpeI. Pour ce dernier,  la recherche des clones d’intérêt a été  faite par 
PCR  en  utilisant  les  amorces  sens  5’‐gcctctgccaacatcttc‐3’  et  antisens 
5’‐tctggtggaggtaacctgtg‐3’.  Les  clones  positifs  ont  été  cultivés  dans  du milieu  LB 
(Luria‐Bertani) (10g de tryptone, 5g d’extrait de levure, 10g de NaCl pour 1 litre, pH 
‐ 53 ‐ 






de  résistance  à  la  néomycine  (neoR)  et  la  thymidine  kinase  du  virus  de  l’herpes 
simplex  (HSV‐tk). La neoR  code pour une  enzyme qui  inactive  la néomycine  et  ses 





tue ainsi  les  cellules. La HSV‐tk est donc un gène de  sélection négative. Le but est 
d’obtenir  un  vecteur  qui  contient  la  région  homologue  5’,  la  région  vitale  et  la 
cassette  neoR  entourées  des  loxP,  la  région  homologue  3’  et  finalement  la  cassette 










Afin  d’introduire  ces  différentes  séquences  dans  le  gène  d’intérêt,  des  vecteurs 
pBS‐SK (+)  contenant  ces différentes  séquences portant  le nom de K13 et LTV  sont 
utilisés. Le vecteur K13 possède un FRT suivi neoR, puis le deuxième FRT et un loxP. 
Le  vecteur  LTV  possède  un  premier  loxP  ,  puis HSV‐tk,  puis  un  deuxième  et  un 
troisième loxP, et enfin la HSV‐tk (Figure 24). 

























Trois  vecteurs  pGEX‐4T‐1  ont  été modifiés  afin  d’obtenir  des  sites  de  restriction 
additionnels permettant d’introduire les trois régions d’intérêts. Ces vecteurs ont été 




posséder  un  site  de  restriction  unique  (pour  le  clonage)  et  de  se  trouver  à  une 
distance qui a permis d’amplifier un  fragment d’une  longueur  suffisante pour être 
introduit  par  clonage.  Pour  le  vecteur  qui  a  accueilli  la  région  homologue  5’ 
(pGEX‐pour‐région‐5’),  l’amorce  sens  était 
5’‐gcggatcctcttaattaatcccgcggtcgagctctcggcgcgcccggaattcccgggtcgactc‐3’  et  possédait 
les sites de restriction PacI, SacII, SacI, AscI. Pour le vecteur qui a permis d’introduire 
la  région  vitale  (pGEX‐pour‐région‐vitale),  la  séquence 
5’‐gcggatcctcgtttaaactggagctctgagatctcgactcgagcggccgcatcg‐3’  a  servi  d’amorce  sens 
avec les sites additionnels PmeI, SacI, BglII. Pour le vecteur qui a été utilisé pour sous‐
cloner  la  région  homologue  3’  (pGEX‐pour‐région‐3’)  l’amorce  sens  était 
5’‐gcggatcctcgcggccgctcgtttaaactccccgggtcagatctcgactcgagcggccgcatcg‐3’  ce  qui  a 
permis d’ajouter les sites NotI, PmeI, SmaI, BglII. Dans les trois cas, le site de clonage 
était  BamHI.  Pour  les  trois  vecteurs,  l’amorce  anti‐sens  était 
5’‐agtgccacctgacgtctaag‐3’ avec AatII  comme  site de  clonage. La PCR a  été  faite  en 
utilisant  comme  matrice  pGEX‐4T‐1  et  comme  amorces  les  couples 








Le  premier  clonage  a  permis  d’insérer  la  région  vitale  dans  le  vecteur 
pGEX‐pour‐région‐vitale.  Le  vecteur  pSPORT/BAC‐SpeI  a  été  digéré  avec  SacI  et 
BglII,  découpant  ainsi  un  fragment  de  2039 pb  qui  a  été  ligué  dans  le  vecteur 
pGEX‐pour‐région‐vitale. La construction A a ainsi été obtenue. 
Le deuxième  clonage a  servi à  insérer  la  cassette de néomycine  flanquée des FRT, 
suivi d’un LoxP dans la construction A (juste après la région vitale). Le vecteur K13 a 
donc  été  digéré  avec  XhoI  et NotI  et  le  fragment  de  2040 pb  a  été  cloné  dans  la 
construction A. On a obtenu la construction B. 
Le troisième et le quatrième clonage ont été requis pour introduire, en deux parties, 
la  région  homologue  3’  dans  le  vecteur  pGEX‐pour‐région‐3’.  Ainsi  le  troisième 
clonage a permis de sous‐cloner la deuxième partie de la région homologue 3’ dans le 
vecteur  pGEX‐pour‐région‐3’.  Pour  cela  le  vecteur  pSPORT/BAC‐SpeI  a  été  digéré 
avec BglII et ScaI. Cette dernière enzyme digère en  laissant des extrémités franches. 
Cela a permis de cloner  le  fragment de 3035 pb obtenu par cette digestion dans  les 
sites BglII et SmaI du vecteur (SmaI génère aussi des extrémités franches). Le produit 
de ce clonage a été nommé construction C. Lors du quatrième clonage,  la première 





Le  cinquième  clonage  a  consisté  à  incorporer  la  région  homologue  3’  dans  la 
construction  B,  c’est‐à‐dire  à  la  suite  de  la  région  vitale  et  de  la  cassette  de 
néomycine. La  construction D  (qui  contient  la  région  homologue  3’)  a  été digérée 









la  seconde  partie  de  la  région  homologue  5’  dans  la  construction  F.  Le  vecteur 
pSPORT/BAC‐KpnI a été digéré avec SacI et le fragment de 2408 pb a été cloné dans 
la  construction  F.  Le  sens  du  clonage  a  été  vérifié.  La  construction  G  en  a  ainsi 
découlé.  
Les huitième  et neuvième  clonages ont  servi à  introduire  en deux  temps,  la partie 
vitale,  le  premier  FRT,  la  cassette  de  néomycine,  le  deuxième  FRT,  un LoxP  et  la 
région  homologue 3’  dans  le  vecteur  LTV.  Lors  du  huitième  clonage  la  région 









digestion  a  été  stoppée  sur  glace.  Le  fragment  totalement  digéré  a  une  taille  de 
3487pb, alors que  le  fragment partiellement digéré a une  taille de 4091 pb ce qui a 





AscI. Le  fragment de 4115 pb a été  introduit dans  la construction  I à  la place d’un 
fragment de 1752 pb  sans  intérêt pour  ce  clonage. Ce dernier  clonage a été appelé 
‐ 57 ‐ 

















































































































































































































































de  restriction  et  les  tailles  des  fragments  ont  été  analysées.  L’enzyme  XbaI,  par 
exemple,  coupe  dans  les  FRT,  et  de  part  et  d’autre  d’un  LoxP,  l’apparition  des 
fragments correspondant indique que ces petites séquences ne se sont pas perdues au 
fil des  constructions. Les  enzymes SacI  et EcoRI quant  à  eux  coupent  ensemble de 
chaque côté de l’autre LoxP (Figue 26).  
Un autre  type de  contrôle de  la présence des FRT  et LoxP a  été de  transformer  la 
construction finale dans un système bactérien exprimant les recombinases Flp et CRE 
























































































Figure  26 :  Pattern  de  digestion  de  la  construction  finale.  2μl  (~  400ng)  de  produit  de 




2583,  984. HindIII :  8196,  2922,  2097,  1864,  1549.  ClaI :  11003,  5625.  AscI  +  PacI : 
12513, 4115. SacI + EcoRI 4051, 3908, 2408, 2070, 1587, 774, 637, 604, 380, 129, 46, 34. 



















































et obtenus après  excision de  la partie de  la  construction  finale  se  trouvant  entre  les LoxP : 
XbaI : 7418, 2817, 879, 730, 725, BamHI : 9153, 2349, 1067. BglII : 7354, 3069, 1308, 526, 
312.  B.  Profils  souhaités  et  obtenus  après  excision  de  la  partie  de  la  construction  finale 
localisée entre les FRT : XbaI : 7418, 2817, 2817, 879, 730, 112. BamHI : 9153, 2321, 2232, 
1067. HindIII : 8200, 2922, 2097, 1554. M : Marqueur de  taille 1kb  (n°1498037  (Roche)). 





tryptone,  10g  d’extrait  de  levure,  5g  de NaCl  pour  1  litre,  pH  7.0)  avec  50μg/ml 




effet  a  été  PacI. Ainsi  environ  70μg  d’ADN  de  vecteur  cible  ont  été  digérés.  Puis 
l’ADN a été purifié par Phénol : Chloroforme : Isoamyl Alcool (25 :24 :1) et précipité 




vecteur  cible  et  ont  subi  une  double  sélection  permettant  un  enrichissement  des 
clones  recombinants.  Ce  travail  e  été  effectué  par  Anne‐Marie  Merillat  de  la 
plateforme  de  transgenèse  (TAF)  de  l’Université  de  Lausanne  et  du  CHUV. 
Brièvement, 20μg d’ADN de vecteur cible linéarisé ont été électroporés dans 1,5 x 107 
cellules ES. Les  cellules ES  sont  cultivées  sur un  lit de  fibroblastes  embryonnaires 
(E13).  Ces  fibroblastes  produisent  du  Lif  (Leukemia  inhibitory  factor)  qui  est 
indispensable  pour  le maintien  de  la  totipotence  des  cellules  ES.  20  heures  après 
l’électroporation 300μg/ml de généticine (G418) et 2μM de gancyclovir ont été ajoutés 
au milieu de culture. Ce dernier a été supprimé après 5 jours de culture, alors que la 
généticine  a  continuellement  été  présente mais  sa  concentration  a  été  abaissée  à 
200μg/ml  après  2  jours.  Environ  10  jours  après  l’électroporation,  des  colonies 
résistantes à ces traitements sont visibles. 576 clones ont été récupérés et cultivés en 
présence  de  généticine  individuellement  dans  des  plaques  de  96  puits  jusqu’à 
confluence. L’ADN génomique  (ADNg) a été extrait de ces clones afin de contrôler 
que la recombinaison homologue se soit effectuée de manière appropriée (Figure 28).  
N.B :  Entre  2003  et  2006,  trois  électroporations  ont  été  effectuées.  La méthode  ci‐

















Les  clones dont  la double  recombinaison homologue  s’est  effectuée d’une manière 
spécifique ont été identifiés en utilisant deux approches successives (Figures 29, 30 et 
31).  Une  première  analyse  par  PCR  en  utilisant  une  amorce  sens  dans  la  néoR 
5’ cgccttctatcgccttcttgacg 3’et  une  amorce  anti‐sens  en  aval  de  la  région 
d’homologie 3’  5’ggactgtatcgtagccttctgactc 3’  a  permis  de  contrôler  que  la 
recombinaison du côté 3’ s’était passée correctement. Une stratégie semblable a été 
suivie  pour  contrôler  la  recombinaison  du  côté  5’,  amorce  sens 
5’ cagccggacagatagacagacaagaa 3’ et anti‐sens : 5’ gatattcggcaagcaggcatc 3’. Ces PCR 
ont  été  faites  avec  le  kit  de  TaKaRa  LA  TaqTM  (TaKaRa).  De  plus,  le  pattern  de 














































La  seconde  approche  a  consisté  à  analyser  ces dix  clones par  Southern blot. Cette 
analyse exploite  les sites de restriction  introduits  lors de  la construction du vecteur 
cible et apporte non seulement une confirmation des résultats des PCR, mais permet 
aussi  de  vérifier  qu’il  n’y  ait  pas  d’insertion  aléatoire  du  vecteur  cible  ou  de  la 
cassette neoR dans  le génome. De plus,  il permet de contrôler  l’état des clones. En 
effet, il arrive que des cellules non recombinantes arrivent quand même à survire aux 
différents traitements en se mélangeant à des cellules résistantes (on parle de clones 



























devrait  être  détecté  pour  l’allèle muté,  alors  qu’un  fragment  de  13,5kb  apparaîtra 
pour  l’allèle de  type sauvage, suite à une digestion de  l’ADNg avec ScaI. Avec une 
sonde 3’  (en amont de  la  région homologue 3’), on devrait obtenir un  fragment de 
16kb pour l’allèle mutant et de 20kb pour l’allèle de type sauvage lorsque l’ADNg de 
ceux‐ci  est  digéré  avec  BamHI  (Figure  30A). Avec  une  sonde  neo,  l’allèle  de  type 






avec  4μl  d’enzymes  ScaI  ou  BamHI  ou  XbaI  (Invitrogen),  4μl  de  tampon  10x 
correspondant  aux  enzymes  utilisés  (Invitrogen)  et  0,5μl  de  spermidine  (100mM) 
(Fluka) durant une nuit à 37°C. Les Southern blots ont été réalisés selon un protocole 
standard.  Les produits de digestion  ont  été  séparés par  électrophorèse  sur un  gel 
d’agarose  0,7%. Le  gel  a  été  traité  10min  au HCl  0.25N,  30min  au NaOH  0.4M  et 
20min dans une  solution de neutralisation  (1.5M NaCl, 0.5M Tris‐Hcl pH7.2, 1mM 
EDTA  pH8.0)  Puis,  l’ADN  a  été  transféré  sur membrane  de  nylon  (HybondTM‐N 
(Amersham  Biosciences))  et  fixé  par  une  exposition  aux  UV  à  1200J  (UV 
StratalinkerTM  1800,  Stratagene).  Les  sondes  radioactives  ont  été  générées  par 
l’incorporation de dCTP marqué au  32P. Les sondes 5’ et 3’ ont été réalisées à partir 
des  produits  PCR  décrits  dans  le  chapitre  2.2.3.  La  sonde  neo  a  été  faite  par 



























construction  du  vecteur  cible.  B.  Exemple  d’un  clone  analysé  par  Southern  blot,  l’ADN 
génomique  d’un  clone  d’intérêt  ainsi  qu’un  clone  sauvage  est  digéré  avec  l’enzyme  de 






























































































Figure 31 : A. Stratégie afin de contrôler  l’insertion unique de  la cassette neoR, ainsi que  la 
présence des séquences FRT. B. Exemple de deux clones analysés par Southern blot,  l’ADN 











présent dans le 
locus ciblé
BamHIScaI uniquement 
















Une  dernière  étape  est  requise  à  l’analyse  des  clones  recombinants,  il  s’agit  de 
contrôler  leur  caryotype. Pour  ce  faire,  le  cycle  cellulaire des  clones de  cellules ES 
confluente  a  été  stoppé  en  métaphase  par  l’ajout  dans  le  milieu  de  culture  de 
0.06μg/ml de  colchicine  (Demecolcine Solution  (Sigma)) durant 3h à 37°C. Puis  les 




gonfler  les  cellules  et  rendre  leur  membrane  plasmique  plus  fragile.  Une 
centrifugation de  5min  à  500rpm  a  été  effectuée  et  le  surnagent  a  été  enlevé.  5ml 
d’une solution de fixation (Methanol : acide acétique, 3 : 1 (v : v)) a été ajoutée goutte 
à goutte. Les  tubes sont restés 10min à  température ambiante et ont été centrifugés 
















































Les  clones  de  cellules  ES  recombinantes  qui  ont  passé  toutes  les  sélections 
mentionnées  précédemment  (Tableau  1)  sont  aptes  à  être  injectés  dans  les 
blastocystes de la souche C57BL/6N. Ce travail a été effectué par Andrée Porret de la 
plateforme  de  transgenèse  (TAF)  de  l’Université  de  Lausanne  et  du  CHUV.  Le 
principe  a  été  le  suivant : Des  femelles de  la  souche C57BL/6N  se  sont  accouplées 
avec des mâles de  la même  souche. Trois  jours  après  l’apparition de  la plaque de 
fertilisation, 10 à 30 blastocystes provenant des femelles C57BL/6N ont été récupérés. 
5 à 6 cellules ES recombinantes (ces cellules sont appelées cellules « floxées » pour se 
référer aux LoxP  introduits) ont été  injectées dans  les blastocystes. Puis, ceux‐ci ont 
été  introduits dans  l’utérus de mères porteuses de  la  souche NMRI. Ces dernières 
s’étaient  accouplées  2.5  jours  plus  tôt  avec  des  mâles  NMRI  vasectomisés  afin 
d’obtenir des femelles pseudogestantes. Ces mères ont mis bas sept souris chimères 
au total. Elles possèdent aléatoirement des cellules de la lignée 129/SvEv (lignée des 








suivant  les mêmes stratégies que pour  l’analyse  les clones ES  (voir chapitre 2.2.9.)) 
ont  été  effectués  sur  l’ADN  extrait  de  quelques millimètres  de  queue  des  souris 
agoutis. Comme contrôle positif de  l’extraction d’ADN, des PCR ont été effectuées 
avec les amorces utilisées pour contrôler que l’entier de la région homologue 5’ soit 








Figure 33 : Souriceaux chimériques possédant aléatoirement des cellules de la lignée 
129/SvEV (couleur agouti) et des cellules C57BL/6N (couleur noire). 
2.2.12. Génération d’anticorps dirigé contre VIT32 
Dans  le  contexte  de  la  création  d’une  souris  VIT32  knockout,  la  génération  d’un 
anticorps dirigé contre VIT32 est nécessaire à la caractérisation de la souris privée du 
gène codant pour VIT32. 
Le principe de  la génération d’un  anticorps  est d’isoler  la protéine  contre  laquelle 
l’anticorps  doit  être  dirigé,  puis  d’injecter  cette  protéine  dans  un  lapin  afin  qu’il 
produise des anticorps. Ces anticorps sont récupérés dans  le sérum de  l’animal. La 
première  étape  est  de  produire  la  protéine  VIT32.  Pour  ce  faire,  un  plasmide 
contenant la séquence entière de VIT32 dans le même cadre de lecture que la protéine 
GST (Glutathione S‐Transferase) (construit à partir du vecteur pGEX‐2TK (Pharmacia 
Biotech  Inc.)  a  été  transformé  dans  des  bactéries  E.Coli  de  la  souche  K12.  Cette 
‐ 70 ‐ 
souche s’est avérée être la seule qui permet de générer la protéine VIT32 (des essais 
non  concluants  ont  été  faits dans  les  souches BL21, DH1, DH5alpha, HB101, XL‐1 
Blue  et XL‐10 Gold  (Invitrogen)).  25ml de milieu LB‐50μg/ml d’ampicilline ont  été 
inoculés  durant  la  nuit  à  37°C  avec  une  colonie  isolée  contenant  le  plasmide 
VIT32/pGEX‐2TK. Puis cette culture de 25ml a été mélangée à 500ml de milieu 2YT‐
50μg/ml d’ampicilline  et  incubée  à  37°C pour une durée de  3h. La  synthèse de  la 
protéine  est  induite  en  ajoutant  5ml  d’IPTG  100mM  (Promega)  à  la  culture  et  en 
incubant  ce  mélange  4  heures  de  plus,  à  30°C.  Une  centrifugation  de  15min  à 
3000rpm et à 4°C a ensuite été effectuée et  le culot a été  resuspendu dans 20ml de 












20mM  de  glutathion  réduit  (Sigma))  ont  été mélangés  aux  billes  par  rotations  de 
10min à 4°C suivi d’une centrifugation de 2min à 1000rpm. Le surnageant a été alors 
récupéré.  Il  s’en  est  suivi  une  dialyse  de  la  protéine GST‐VIT32.  Pour  ce  faire,  le 
surnageant a  été  introduit dans une  cassette Slide‐A‐Lyzer® Dialysis 3,500 MWCO 
(Pierce) qui a été placée dans 1 litre de PBS 1x à 4°C. La quantité de protéines a été 
estimée en chargeant sur un gel SDS‐PAGE plusieurs quantités de produit de dialyse 







petites quantités de  serum  (purges  (bleed)) ont  été prélevées des  lapins après 35  et 
56 jours puis 4 et 5 mois d’immunisation, afin de nous permettre de tester la qualité 















Figure  34 :  Estimation  de  la  quantité  de  protéine  de  fusion  GST‐VIT32.  La  taille  de  la 
protéine est de 44kDa (15.8kDa pour VIT32 plus 28kDa pour GST). L’intensité des bandes de 


















température  ambiante.  Cette  étape  permet  de  coupler  la  protéine  de  fusion 
GST‐VIT32  aux billes d’Actigel. Ensuite  trois  lavages  avec  10ml de PBS  1x ont  été 
réalisés. Le  tube Falcon contenant  les billes de glutathion‐agarose  lié à  la GST a été 
repris  et  5ml  de  serum  de  lapin  immunisé  avec  l’antigène  GST‐VIT32  y  ont  été 
mélangés par  rotation durant 15min. Cela a permis aux anticorps dirigés  contre  la 
GST  de  s’y  lier. Après  une  centrifugation  de  3min  à  1500rpm,  le  surnageant  (ne 
contenant plus d’anticorps contre la GST) a été récupéré. Ce surnageant a ensuite été 
mélangé au contenu du second tube Falcon (billes d’Actigel couplées à la protéine de 
fusion  GST‐VIT32)  par  rotation  durant  une  heure  à  température  ambiante.  Une 
centrifugation de 3min à 1500rpm a été effectuée, puis le culot a été lavé 7 fois avec 
10ml de PBS 1x. L’anticorps dirigé contre VIT32 a ensuite été découplé de l’antigène 
en  ajoutant  10ml  de  glycine  1M  à  pH  2.5.  Après  rotation  durant  5min,  une 
centrifugation a été effectuée à 1500rpm pour une durée de 3min. Le surnageant a été 
récupéré et son pH a immédiatement été neutralisé en ajoutant 1ml de Tris 2M, pH 
8.0. L’anticorps a été dialysé contre deux  litres de PBS 1x dans  les  tubes de dialyse 
Spectra/Por® 4 MWCO : 12‐14 kDa de Spectrum® (Socochim) par deux fois (une fois 
2h puis durant la nuit). L’anticorps anti‐VIT32 a été concentré en recouvrant les tubes 





avec 10ng de  l’ARNc de VIT32,  soit de  cellules mpkCCDc14  traitée ou non 4h avec 
10‐8M  d’AVP,  soit  de  rein  de  souris.  50μg  de  protéines  ont  été  séparées  sur  gel 
SDS‐PAGE possédant un gradient 8‐15% d’acrylamide. Les protéines ont ensuite été 
transférées sur une membrane de nitrocellulose Protan® (Schleicher & Schuell), et le 











été  injectées  indépendamment  dans  des  blastocystes  qui  ont  été  implantés  dans 
l’utérus de 5 mères porteuses. Sept chimères (deux femelles et cinq mâles) sont nées. 
Ces souris possèdaient entre 15 et 90% de pelage de couleur agouti (correspondant à 

















Chimère 1 Chimère 2 Chimère 3 Chimère 4 Chimère 5 Chimère 6 Chimère 7
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PCR  réalisée avec une amorce sens dans  la cassette néoR  et une amorce antisens hors de  la 
région  homologue  3’  (voir  chapitre  xx).  B.  PCR  effectuée  avec  l’ADN  extrait  des mêmes 




















La  spécificité  des  anticorps  de  lapin  anti‐VIT32  a  été  testée  sur  des  extraits  de 
protéines  d’ovocytes  injectés  ou  non  avec  l’ARNc  de  VIT32,  ainsi  que  sur  des 
protéines  extraites  de mpkCCDc14  et  de  rein  de  souris.  La  taille  de  VIT32  est  de 
15.8kDa. Un signal à la taille prévue de VIT32 est détecté sur les extraits protéiques 
d’ovocytes  injectés  avec  VIT32  ainsi  que  sur  les  mpkCCDc14.  Une  double  bande 
d’environ 30kDa est présente pour les extraits de rein de souris (Figure 36). 
 















Figure  36 :  Test  de  l’anticorps  dirigé  contre  VIT32.  Exemples  de  western  blot.  A  et  B : 
Expression  de  VIT32  dans  les  ovocytes  de  Xenopus  Levis.  NI :  Protéines  extraites  des 
ovocytes non  injectés, VIT32 : Protéines  extraites  des  ovocytes  injectés  avec  10ng/ovocytes 
d’ARNc de VIT32. A : Anticorps purifiés de la 2ème purge d’un lapin, B : Anticorps purifiés de 
la 2ème purge d’un  autre  lapin. La  taille  attendue  et  trouvée  se  situe  à  environ 16kDa. C : 
Expression de VIT32 dans le rein de souris in vivo et in vitro. Les deux premières pistes sont 






Sept  souris  chimériques  ont  été  obtenues  à  partir  des  clones  de  cellules  ES 
recombinantes injectés dans les blastocystes. Seules les souris chimériques mâles ont 
été croisées. En effet les cellules ES sont des cellules mâles, si bien que pour que les 
cellules  germinales  soient  porteuses  de  l’allèle  floxé  (afin  de  le  transmettre  à  la 
génération suivante), il faut que les gamètes soient mâles et donc les souris aussi. Par 
conséquent, 5  chimères mâles ont  été utilisées dans  l’espoir d’une  transmission de 
l’allèle  floxé  à  la  première  génération.  Cependant  les  PCR  effectuées  à  partir  de 
l’ADN  extrait de  quelques millimètres de  queue de  ces  chimères  n’ont permis de 
contrôler  la  présence  de  l’allèle  floxé  que  dans  trois  d’entre  elles.  Il  est  en  effet 
possible, vu l’état chimérique des souris, que l’ADN extrait des chimères négatives à 
l’analyse  PCR  proviennent  de  cellule  C57BL/6. Mais  il  faut  reconnaître  que  cette 
possibilité  est  peu  probable  pour  une  souris  comme  la  chimère  4  estimée  à  90% 
agouti (donc 129/SvEv). Le problème pourrait venir de l’utilisation lors de l’injection 
dans les blastocystes de cellules ES provenant d’un clone contaminé par des cellules 
de  type  sauvage  (non  recombinantes)  qui  auraient  pu  survivre  au  traitement 
antibiotique en se protégeant sous des cellules recombinantes. En effet, lors des deux 
premières électroporations la généticine était supprimée lors du repiquage des clones 




floxés  (Figure  30C).  Cet  événement  ne  s’est  pas  produit  avec  les  clones  de  la 
troisième  électroporation  où  la  généticine  était  présente  jusqu’à  l’injection  des 
cellules dans les blastocystes. Ainsi, si des clones contaminés (même faiblement) par 













L’efficacité de  la Cre  recombinase à  exciser un gène  floxé peut  être déterminée  au 
niveau de  l’ADN  (génotypage par PCR), au niveau de  l’ARN  (northern blot) et au 
niveau  protéique  (western  blot,  immunocytochimie).  Ainsi  les  anticorps  dirigés 
contre  VIT32  ont  été  réalisés  afin  de  pouvoir  analyser  si  la  suppression  de 
l’expression protéique de VIT32 dans  les  futures souris VIT32 KO est effective et si 
cette suppression est  localisée dans  les  tissus ciblés. Les  tests des anticorps  réalisés 





une  expression de VIT32 plus  forte que  les  cellules  contrôles. En  revanche,  sur  les 
protéines  extraites  des  reins  de  souris,  la  protéine  reconnue  par  l’anticorps 
anti‐VIT32 a un poids moléculaire deux fois plus grand qu’attendu. Il pourrait s’agir 
d’une dimérisation mais cela est peu probable étant donné que le gel contient du SDS 
(un  détergeant  qui  dénature  les  protéines)  et  le  tampon  de  chargement  du 
β‐mercaptoéthanol  qui  réduit  les  ponts  disulfures.  Quant  aux  modifications 
posttranscriptionnelles (il existe en effet 4 sites potentiels de phosphorylation, 1 site 
potentiel  d’amidation  et  2  sites  potentiels  de myristoylation),  elles  ne  pourraient 
augmenter la taille que de quelques kDa, mais pas doubler le poids moléculaire de la 
protéine.  Ces  questions  restent  difficiles  à  résoudre  puisqu’aucun  article  n’a  été 
publié sur l’expression protéique de VIT32. Ces anticorps seront testés sur les futures 
souris  KO,  ce  qui  nous  permettra  d’avoir  une  indication  de  la  spécificité  du 




Le  système  recombinase‐site  spécifique  utilisé  pour  la  création  d’une  souris  KO 
donne accès à un  champ d’action  très  large. En  effet, une  fois que  la  souris VIT32 
floxée  sera  obtenue,  la  cassette  neoR  pourra  être  enlevée  grâce  au  site  FRT  qui 
l’entoure,  en  croisant  la  souris  floxée  avec  une  souris  transgénique  possédant  la 






promoteur  constitutif  tissu‐spécifique  (comme  par  exemple  Hoxb7  pour  les  CD 
(Rubera et al. 2003; Rojek et al. 2006)) pourront être  croisées avec  les  souris VIT32 
floxées. On  obtiendra  ainsi  des  souris  où  seuls  les CD,  pour  reprendre  l’exemple 
précédant,  auront  le  gène  VIT32  supprimé.  Il  serait  également  intéressant  de 
comparer  les souris VIT32 KO CD‐spécifique avec un KO où  l’expression de VIT32 
serait aussi supprimée dans  le CNT  (en utilisant une souris  transgénique où  la Cre 
recombinase est sous le contrôle du promoteur de l’Aqp2). Cette comparaison serait 
importante si l’on déterminait que VIT32 régule l’activité d’ENaC in vivo, car dans le 
cas du KO d’ENaC CD  spécifique,  le  contrôle de  la balance  sodique  est maintenu 
grâce à l’expression d’ENaC dans le DCT2 et le CNT (Rubera et al. 2003). Le système 
recombinase‐site  spécifique  offre  encore  d’autres  possibilités.  Il  est  en  effet 
envisageable  d’utiliser  un  système  de  recombinase  sous  contrôle  d’un  promoteur 
inductible,  par  exemple  au  tamoxifène  (Hayashi  et  al.  2002)  ou  à  la  tétracycline 
(Belteki  et  al.  2005)  dans  le  cas  où  l’étude  de  phénotypes  d’adulte  serait  rendue 
impossible à cause d’une létalité embryonnaire ou néonatale suite à l’inactivation du 
gène VIT32. 
Les  conséquences de  la  suppression de VIT32 pourront  être  très diverses. Létalité 
embryonnaire  ou  postnatale,  phénotype  sévère  ou  absence  de  différence  entre  les 
souris KO  et  les  souris  contrôle  ?  Le  peu de  données  concernant  les  fonctions  de 
VIT32 ne permet pas de  le prévoir. Etant donné  l’expression ubiquitaire de VIT32 
‐ 79 ‐ 




De  plus,  cette  étape  du  développement  (ʺbranching  morphogenesisʺ)  requiert 
l’activité de ERK1/2, et  inversement  l’inhibition de ce dernier réduit  la prolifération 
cellulaire des bourgeons urétériques (Fisher et al. 2001). En se basant sur  le fait que 
dans  les  ovocytes de Xenopus  laevis VIT32  active ERK2  et  que VIT32  partage  25% 
d’homologie avec son paralogue hTC‐1, lui‐même impliqué dans des phénomènes de 
prolifération cellulaire (Sunde et al. 2004), la suppression de VIT32 pourrait avoir des 






se  demander  si  l’activation  d’ERK2  par  VIT32  est  présente  uniquement  dans 
l’ovocyte de Xenopus laevis. Pour clarifier ce point, un des premiers éléments à tester 
sur  les souris KO sera  l’état de phosphorylation des différents membres de  la voie 
des MAP kinases et en particulier de comparer l’activité de ERK1/2 dans les CCD des 
souris  VIT32  KO  avec  celle  des  souris  de  type  sauvage.  Comme  l’inhibition  de 
ERK1/2, diminue  l’activité de  la Na,K‐ATPase dans  les mpkCCDc14 et dans  les CCD 
isolés, cette activité pourrait être mesurée chez la souris VIT32 KO (la mise au point 






Outre  l’examen du  rôle de VIT32  sur  le  courant  sodique dans  les CCD,  il  semble 
important  d’étudier  d’autres  transports  comme  par  exemple  celui  de  l’eau. Ainsi 
l’étude  de  la  physiologie  rénale  pourra  être  réalisée  en  utilisant  des  cages 
‐ 80 ‐ 
métaboliques et en analysant la composition urinaire et plasmatique des souris KO. 




La  génération de  souris KO  en utilisant  le  système de  recombinase  site‐spécifique 
Cre/loxP permet donc d’étudier  la  fonction de protéines de  façon conditionnelle, en 












détectés  par  différents  récepteurs  dont  font  partie  les  récepteurs  couplés  aux 
protéines G (GPCR). La stimulation des GPCRs conduit à l’activation de la sous‐unité 
α de la protéine G au moyen de l’échange du GDP lié à cette sous‐unité par du GTP. 
Subséquemment,  la  sous‐unité  α  se  dissocie  des  sous‐unités  βγ  (Bourne  1997)  et 
active des effecteurs des voies de signalisation cellulaire. Le signal prend fin lorsque 
la sous‐unité α catalyse l’hydrolyse du GTP auquel elle est liée, la replongeant ainsi 
dans un état  inactif. Cependant  l’inconsistance de  la vitesse d’hydrolyse du GTP  in 
vitro (demi‐vie ~15s) avec la durée de certains signaux liés à l’activation des GPCR in 
vivo  (~100ms)  suggère  que  des  facteurs  permettant  de  raccourcir  le  temps  de 
signalisation  devaient  être  perdus  dans  les  essais  in  vitro  (Kristiansen  2004).  Les 















d’abord été classé dans cette  famille de protéines.  (Siderovski et al. 1994). Ainsi,  le 
premier nom qui lui a été donné était G0S8 (huitième membre des gènes G0 Switch). 
Par  la  suite,  on  a  identifié  dans  la  séquence  protéique  de  G0S8  un  domaine  de 
125 acides  aminés  présentant  des  similitudes  avec  les  séquences  de  plusieurs 
protéines comme SST2 chez Sacaromyces  serevisiae  (Dohlman et al. 1995), FlbA chez 
Aspergillus nidulans (Adams et al. 1992), EGL‐10 chez Caenorhbditis elegans (Koelle et 
al.  1996)  et  RGS1  chez  les mammifères  (Hong  JX,  1993)(Newton  JS,  1993),  toutes 
impliquées dans la régulation de voies de signalisation dépendantes des protéines G. 
Cette  région  hautement  conservée  a  été  appelée  domaine  RGS  et  les  protéines 
mammifères  présentant  ce  domaine,  protéines  RGS. Ainsi, G0S8  a  été  renommée 
RGS2 (Koelle et al. 1996) (Druey et al. 1996). 
3.1.2.  Famille des protéines RGS 
RGS2 appartient donc à  la  famille des protéines RGS. Chez  les mammifères, vingt 




GTPasique  intrinsèque de  celle‐ci. Cette  fonction  caractéristique des protéines RGS 
est  appelée  activité  GAP  (GTPase  Activating  Protein).  Les  RGS  sont  donc  des 
régulateurs  négatifs des  voies de  signalisation des GPCRs  et peuvent  être  requise 
pour permettre une resensibilisation plus rapide de récepteur (Chen et al. 2000). La 
famille des protéines RGS est subdivisée en quatre sous‐familles (RZ/A, R4/B, R7/C, 




Les membres  de  cette  sous‐famille  (RGS17,  RGS19  (nommée  également GAIP)  et 
RGS20)  sont  relativement petits  (20‐30 kDa) et  leur N‐terminal contient une  région 









Les membres  de  cette  sous‐famille  (RGS6, RGS7, RGS9, RGS11)  contiennent  deux 
régions  fonctionnelles qui  faciliteraient  l’interaction avec  les GPCR. La première est 
le domaine GGL (Gγ‐like) qui forme un complexe stable avec la sous‐unité Gβ5 d’une 
protéine G. En  se  liant à  la  sous‐unité Gβ5,  le domaine GGL pourrait  substituer  la 
liaison ordinaire Gβγ, ce qui permettrait une  interaction directe des membres de  la 





RGS14  possèdent  un  second  domaine  de  liaison  à  la  sous‐unité  Gα,  le  domaine 
GoLoco  (Loco est  l’homologue de RGS12 chez  la drosophile). RGS10 quant à  lui ne 
possède qu’une structure simple similaire aux membres de la sous‐famille B/R4. 
3.1.3.  Structure et domaine de RGS2 
RGS2  est  une  protéine  de  211  acides  aminés.  Les  recherches  bioinformatiques  de 
domaines conservés ont relevé plusieurs motifs de phosphorylation (Siderovski et al. 
1994). Le domaine RGS est  localisé entre  les acides aminés 80 et 205 (Figure 37). Ce 
domaine  conservé  des  protéines  RGS  permet  l’interaction  avec  les  protéines  G 
(Tesmer et al. 1997).  
Différentes protéines RGS peuvent  interagir avec  les mêmes  types de protéines G. 
Pourtant, plusieurs études ont montré que les protéines RGS régulent sélectivement 
certaines  voies  de  signalisation.  Par  exemple,  RGS9  est  impliqué  dans  le 
rétablissement  de  la  photoréponse  des  bâtonnets  de  la  rétine  suite  à  un  flash 
lumineux (Chen et al. 2000), RGS14 est essentiel pour la mitose des premières stades 
embryonnaires mammifères  (Martin‐McCaffrey  et  al.  2004).  Ces  actions  sélectives 
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peuvent provenir de différences d’expression  tissulaire  (Hepler  1999; Zhong  et  al. 
2001).  Pourtant  plusieurs  des  protéines  RGS  sont  coexprimées  dans  les  mêmes 




avec  la  troisième  boucle  intracellulaire  de  certains  GPCRs  (Bernstein  et  al.  2004; 




situe dans  le noyau,  le cytoplasme et  la membrane plasmique. Lorsque ces cellules 
expriment  la protéine Gq  constitutivement  active, RGS2‐GFP  s’accumule alors à  la 
membrane plasmique. En revanche, des mutants dont  le N‐terminal est  tronqué ne 
présentent plus de localisation membranaire (Heximer et al. 2001).  
Récemment  un modèle  structurel  de  RGS2  a  été  établi  en  combinant  différentes 
approches  (Tikhonova  et al. 2006). Tout d’abord  la  cristallisation du domaine RGS 
(a.a.  80  à  205)  de  RGS2  a  permis  de  déterminer  la  structure  de  ce  domaine  par 
diffraction des  rayons‐X. Puis  la  région N‐terminale de RGS2  a  été  caractérisée  en 
associant l’analyse du spectre de dichroïsme circulaire à une analyse bioinformatique 
générant  des  modèles  structuraux  (serveur  ROBERTA).  Ainsi  le  modèle  qui 
correspondait  le  mieux  avec  les  résultats  de  dichroïsme  circulaire  a  été  retenu. 
Finalement le domaine N‐terminal et le domaine RGS ont été associés en respectant 










































aussi bien  in vitro qu’in vivo. Toutes  les  régulations hormonales de  l’expression de 
RGS2 présente un même profil : une augmentation rapide (après 1 à 2h) et transitoire 
(retour au niveau de base après 8 à 24h).  
Dans  le  cerveau  de  rat,  RGS2  est  localisé  dans  le  cortex,  le  caudate  putamen,  le 
septum, l’hippocampe, le locus coeruleus et le striatum (Taymans et al. 2002). Dans le 
striatum de  rat,  l’expression de RGS2  est  rapidement  induite par une  injection de 
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substance  psychotrope  comme  l’amphétamine,  la  métamphétamine  et  la  cocaïne 
(Burchett et al. 1998)  (Burchett et al. 1999). L’activation du récepteur à  la dopamine 
D1 semble être impliquée dans cette régulation (Taymans et al. 2004).  
L’expression  de  RGS2  est  également  augmentée  sélectivement  dans  les  parties 
métaphysaire et diaphysaire des os de rat, une heure après une injection d’hormone 
parathyroïde  (PTH)  (Miles  et  al.  2000),  ainsi  que  lors  de  l’activation  in  vivo  des 
lymphocytes B de la rate de souris (Reif et al. 2000). 
La stimulation de l’ovulation chez le rat par la gonadotropine chorionique humaine 
hCG  (homologue  de  l’hormone  lutéïnisante  LH)  augmente  l’expression  de  RGS2 
dans  la couche granulaire des  follicules matures dès 2 heures de  traitement. Cela a 
pu être visualisé par des expériences d’hybridation in situ (Ujioka et al. 2000). 
In vitro, l’expression de RGS2 est régulée par le peptide insulinotrope dépendant du 
glucose  (GIP) dans  les  cellules de pancréas de  souris βTC3  (Tseng et al. 2000), par 
l’angiotensine II dans les cultures de cellules de muscle lisse vasculaire de rat (Grant 
et al. 2000) et les cellules adrénocorticales humaines H295R (Romero et al. 2006), par 




SH‐SY5Y et 1321N1, ou  suite à des  stress oxidatifs  (H2O2 et peroxynitrite) dans  les 
cellules 1321N1,  le niveau d’ARNm de RGS2 est aussi  fortement  induit  (Song et al. 
2001) (Zmijewski et al. 2001).  
Différents  types  de  messagers  secondaires  sont  impliqués  dans  la  régulation  de 
l’expression  de  RGS2.  Par  exemple,  il  a  été  montré  que  RGS2  est  induit  par  la 
forskoline dans  les cellules de phéochromocytome PC12, suggérant une  implication 
de l’AMPc (Pepperl et al. 1998). En revanche dans des cellules de neuroblastome, le 
niveau  d’ARNm  de RGS2  est  augmenté  par  un mécanisme  dépendant  de  la  PKC 
suite  à  la  stimulation  du  récepteur muscarinique M3 mais  est  indépendant  de  la 
forskoline et de la signalisation calcique (Song et al. 1999). Dans une lignée cellulaire 
d’astrocytes, RGS2 est induit par la forskoline via l’AMPc ainsi que par la stimulation 
des  récepteurs  muscariniques  ou  β‐adrénergiques  couplés  à  des  voies  de 
signalisation dépendantes du phosphoinositol (Zmijewski et al. 2001). Ainsi, dans un 
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les  protéines  purifiées  nécessaires  à  l’essai  étaient  présentes,  que  RGS2  n’a  pas 
d’activité GAP sur les protéines Goα, Giα, Gtα et Gsα (Heximer et al. 1997; Ingi et al. 
1998). En revanche, RGS2 accélère l’hydrolyse du GTP de la protéine Gqα (Ingi et al. 
1998). De  plus,  dans  les  cellules HEK293  transfectées  avec  RGS2  ou  RGS4,  RGS2 
inhibe la production de l’IP3 liée à l’activation de Gq cinq fois plus efficacement que 
RGS4 (Heximer et al. 1999). Au contraire, dans les levures, RGS2 est huit fois moins 
prompt  que  RGS4  à  inhiber  la  signalisation  induite  par  les  phéromones  de 
conjugaison qui est dépendante des protéines Giα (Heximer et al. 1999). Cependant, 







La  deuxième  manière  permettant  à  RGS2  d’agir  sur  les  voies  de  signalisation 
dépendante des protéines G se fait par une liaison directe au GPCR. Des expériences 
utilisant  la  technique  de  « pull  down »  avec  des  protéines  purifiées  ont  mis  en 
évidence  que  RGS2  se  lie  à  la  troisième  boucle  intracellulaire  du  récepteur 
muscarinique  M1  de  manière  directe  (Bernstein  et  al.  2004).  Comme  mentionné 
précédemment,  cette  interaction  a  lieu  grâce  à  la  partie  N‐terminale  de  RGS2. 
Bernstein  et  al.  ont  ensuite mesuré  l’effet de RGS2  sur  la voie de  signalisation du 
récepteur M1  par  un  test  d’hydrolyse  du  PIP2  en  utilisant  du GTPγS  qui  est  non 
hydrolysable. RGS2 inhibe l’hydrolyse du PIP2, alors qu’un mutant ∆NRGS2 (dont le 
N‐terminal  est  tronqué)  n’a  pas  d’effet.  L’utilisation  de GTPγS  indique  que  l’effet 
inhibiteur de RGS2 n’est pas dû à l’activité GAP et l’absence de réaction de ∆NRGS2 





de  ce  récepteur  (Hague  et  al.  2005).  La  notion  d’antagoniste  de  l’effecteur  sans 
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toutefois de démonstration de  liaison directe au récepteur a été souvent étudiée en 
utilisant du GTP non hydrolysable. Par exemple, RGS2  inhibe  la  synthèse d’IP3 de 
façon  indépendante  de  l’activité GAP  dans  les membranes  de  cellules  neuronales 





à  la  protéine  Gs/Golf.  En  effet,  dans  l’épithélium  olfactif  de  rat,  RGS2  inhibe 
l’accumulation d’AMPc engendrée par une stimulation avec des molécules odorantes 
alors  que  du  GTP  non  hydrolysable  est  utilisé  (Sinnarajah  et  al.  2001).  De  plus, 
l’utilisation  d’un mutant  de  RGS2  sans  fonction  GAP  transfecté  dans  les  cellules 
HEK293  n’empêche  pas  le  blocage  de  l’accumulation  d’AMPc  (Salim  et  al.  2003). 
L’action de RGS2 est donc indépendante de l’activité GAP, ce qui est consistant avec 
le  fait  qu’une  telle  activité  sur  les  protéines  Gsα  n’a  jamais  été  démontrée  pour 
aucune  protéine  RGS.  Dès  lors  RGS2  pourrait  exercer  son  inhibition  soit  par 
interaction  avec  la  protéine Gs  qui  empêcherait  l’activation  de  l’adénylate  cyclase 
(AC)  soit  par  une  inhibition  directe  de  l’activité  de  l’AC.  D’après  l’étude  de 











Par  ailleurs,  des  expériences  de  co‐immunoprécipitation  avec  des  cellules  L293 
(cellules  humaines  de  rein  embryonnaire)  transfectée  avec  RGS2  et  des 





(Roy  et  al.  2006).  RGS2  atténue  donc  l’activité  de  l’AC  par  des  interactions  qui 
semblent à la fois toucher la protéine Gs et l’AC. 
Les effets fonctionnels de ces modulations de voies de signalisation dépendantes des 
protéines Gs  sont  les  suivants; dans  les  cellules du pancréas βTC3, RGS2  inhibe  la 
libération  d’insuline  engendrée  par  le GIP  (Tseng  et  al.  2000).  Ex  vivo,  le  courant 
enregistré par voltage  clamp sur des neurones olfactifs stimulés avec des substances 
odorantes est augmenté lors de l’injection dans ces neurones d’anticorps anti‐RGS2. 




été  rapportée  par  Wang  et  al.  (Wang  et  al.  2005).  Cette  étude  démontre  que  la 
protéine  échafaudage  spinophiline  qui  interagit  avec  le  récepteur  α2  adrénergique 
(Richman  et  al.  2001)  lie  également  le  domaine  N‐terminal  de  RGS2.  Dans  les 









Tous  les  rôles  fonctionnels de RGS2  cités  ci‐dessus  sont  liés  à une modulation de 
cascade  de  signalisation.  Cependant  il  a  été  montré  que  RGS2  peut  exercer  des 
fonctions par des mécanismes  indépendants de ces voies de  signalisation. En effet, 





la  β‐tubuline.  La  transfection  de  RGS2  dans  les  cellules  PC12  induit  une 
augmentation de  la production de neurites  engendrée par  le  facteur de  croissance 
NGF (Nerve Growth Factor). En revanche, lorsqu’un mutant de RGS2 ne possédant pas 
la  région  d’interaction  avec  la  β‐tubuline  est  transfecté,  aucune  induction  n’est 
constatée (Heo et al. 2006). Une autre interaction directe entre RGS2 et une protéine a 












Ces  souris  sont nées  selon  la  fréquence mendélienne attendue, elles  sont  fertiles et 
présentent  une  croissance  normale.  De  plus,  elles  ne  montrent  pas  d’anormalité 
anatomique.  Toutefois,  les  souris  rgs2‐/‐  ont  un  défaut  dans  la  prolifération  des 
cellules T, ainsi que dans la production d’interleukine 2 par les cellules T. Les souris 






lisses vasculaires par  l’intermédiaire de  la voie de signalisation de  l’angiotensine  II 
(Figure  3).  En  effet,  par  son  absence  dans  les  souris  knockout, RGS2  ne  peut  plus 
exercer  sa  fonction GAP  sur  la protéine Gq  liée au  récepteur à  l’angiotensine  II de 
‐ 92 ‐ 
type  1  (AT1‐R),  ce  qui  prolonge  l’activation  de  la  protéine  Gq  et  celle  de  son 
effecteur :  la  phospholipase  C.  Cela  conduit  à  une  production  plus  élevée  de 
diacylglycérole  (DAG)  et  d’inositol‐1,4,5‐triphosphate  (IP3)  engendrant  une 
augmentation  de  la  mobilisation  de  calcium  intracellulaire  et  par  conséquent 
l’activation de la kinase de la chaîne légère de myosine qui déclenche une contraction 
soutenue  des  cellules  des  muscles  lisses.  Ainsi  l’augmentation  de  la  durée  de 

































ainsi  observé  que  l’hypertension  chez  les  souris  rgs2  ‐/‐  n’était  pas  due  à  une 
hypertrophie de la musculature vasculaire lisse. Le système sympathique ne semble 
pas non plus être responsable de ce phénotype, car l’hexamethonium (bloqueur de la 
transmission  ganglionnaire)  ne  baisse  pas  la  pression  des  rgs2  ‐/‐  et  la  prazosine 






Cependant, Gross  et  ses  collègues  ont  suggéré  que  le  système  sympathique  serait 
tout de même impliqué dans la génération de l’hypertension. Dans leurs expériences 
l’injection IP de prazosine à 1mg/kg diminue la tension artérielle plus fortement chez 
les  souris  rgs2  ‐/‐  que  +/+  (Gross  et  al.  2005).  Toutefois,  il  faut  remarquer  que 
l’utilisation de plus fortes concentrations de prazosine (2mg/kg et 3mg/kg) baisse la 
tension sanguine de manière similaire chez les souris rgs2 +/+ et ‐/‐ (Gross et al. 2005), 
ce  qui  d’ailleurs  corrobore  les  expériences  d’Heximer  et  al.  (Heximer  et  al.  2003). 
L’importance  du  système  autonome  dans  le  phénotype  hypertensif  des  souris 
rgs2 ‐/‐, n’est donc pas complètement déterminée. 
En  revanche,  le candesartan, un antagoniste de  l’AT1‐R, diminue plus  fortement  la 






Une  autre  étude  visant  également  à  comprendre  la  provenance  de  l’hypertension 
chez  les  souris  rgs2  ‐/‐ a montré que  la magnitude et  la durée de  la vasodilatation 
engendrée par  l’action de  l’oxyde nitrique  (NO) était réduite chez  les souris rgs2‐/‐ 
(Sun et al. 2005).  Il  faut  savoir que  le NO est essentiel au maintien d’une pression 
sanguine normale (Huang et al. 1995). Il permet la relaxation des muscles vasculaires 













et  al.  2003).  Cette  phosphorylation  a  pour  conséquence  d’augmenter 
significativement  l’activité  GAP  de  RGS2  sur  les  protéines  Gqα  et  d’induire  sa 
translocation à la membrane (Tang et al. 2003). En combinant les deux études, Sun et 




















Figure  40 :  Modèle  de  l’action  de  RGS2  dans  la  voie  de  signalisation  du  NO‐GMPc. 
L’activation  de  la  PKG  (protéine  kinase  G)  conduirait  à  la  phosphorylation  et  à  la 
translocation  à  la membrane  de  RGS2.  Par  son  activité  GAP,  PO4‐RGS2  inactiverait  la 





rgs2 +/+  et  ‐/‐,  les auteurs de  ces  études ont utilisé un  capteur de pression  installé 
dans  l’aorte  des  souris  transmettant  les  mesures  par  télémétrie.  Cette  technique 
présente  l’avantage de mesurer  la pression sanguine en continu sur plusieurs  jours. 
Ainsi une période de récupération après l’intervention chirurgicale peut être laissée 
avant  les  mesures  permettant  de  minimiser  les  différents  stress  qui  pourraient 
‐ 95 ‐ 
conduire  à  des  artefacts  de  mesure.  Par  ce  procédé,  une  différence  de  pression 
sanguine de 10mm de Hg est détectée entre les deux génotypes, ce qui est plus faible 
que  les valeurs décrites précédemment. Les conditions expérimentales  semblent en 




al.  qui  ont  voulu  vérifier  l’implication  de  RGS2  dans  la  voie  de  signalisation  du 
NO‐GMPc (Obst et al. 2006). Le principe de l’étude était d’utiliser un bloqueur de la 
génération de NO  (le L‐NAME) et de  comparer  les pressions  sanguines des  souris 
rgs2 +/+  et  ‐/‐.  Le  L‐NAME  inhibe  la  fonction  vasodilatatrice  du NO,  ce  qui  par 
conséquence  induit une augmentation de  la  tension artérielle. Leur hypothèse était 
que si RGS2 est bien un effecteur de cette signalisation, les souris rgs2 ‐/‐ ne devrait 
présenter qu’une  faible  réponse au L‐NAME étant donné que  la signalisation de  la 
relaxation des muscles vasculaires est déjà diminuée chez ces souris. En mesurant la 
pression sanguine en continu par télémétrie, les auteurs ont remarqué que durant la 
phase  diurne  du  cycle  jour/nuit  (repos),  les  souris  rgs2 ‐/‐  sont  relativement 
résistantes au traitement du L‐NAME par rapport aux souris rgs2 +/+. Cela confirme 
le rôle de RGS2 dans  la signalisation NO‐GMPc. En revanche, durant  la période de 





hypertensif  des  souris  RGS2  knockout ;  plus  particulièrement  le  fait  que  seul  un 
phénotype vasculaire décrit l’état hypertendu de ces souris (Heximer et al. 2003). Or, 
la question se pose, une vasoconstriction chronique peut‐elle à elle seule causer une 
hypertension  sévère ?  Selon  le  concept prôné par Guyton  le  rein  a un  rôle majeur 
dans l’établissement à long terme du contrôle de la pression (Guyton 1991). De plus, 
malgré  la variété de systèmes physiologiques qui  influencent  la pression  sanguine, 
tous  les  produits  de  mutations  monogénétiques  humaines  entraînant  une 
‐ 96 ‐ 
hypertension agissent sur  la même voie physiologique rénale, à savoir  la voie de  la 
réabsorption du sodium (Lifton et al. 2001).  
Les études in vitro ont attribué d’innombrables fonctions à RGS2. Ont‐elles toutes une 
importance  physiologique ?  Est‐il  possible  que  certaines  d’entre  elles  soient  le 
produit d’effet artificiel dû au contexte cellulaire ? RGS2 étant exprimé dans le rein et 
régulé  par  la  vasopressine  (Robert‐Nicoud  et  al.  2001),  il  nous  a  paru  intéressant 







Dans  les cellules mpkCCDc14,  la vasopressine augmente  l’expression du  transcrit de 
RGS2  de manière  dépendante  du  temps  d’action  et  de  la  concentration  de  cette 
hormone.  L’expression  de  l’ARNm  de RGS2  est  induite  après  30min  d’incubation 
avec 10‐8M d’AVP, elle atteint son maximum après une heure, persiste  jusqu’à 4h et 
diminue  fortement  dès  8h  de  traitement  (Figure  41A).  L’augmentation  de 
l’expression du  transcrit de RGS2 par  la  vasopressine  est  constatée  à partir d’une 


































Figure  41 :  La  Vasopressine  régule  l’expression  de  l’ARNm  de  RGS2  dans  les  cellules 
mpkCCDc14. A :  Expression  de RGS2  en  fonction  du  temps. Analyse  par  northern  blot  à 
partir d’ARNm extrait de cellules mpkCCDc14 non  traitées  (Ctrl) ou  traitées avec 10‐8M de 



























Figure  42 :  La  vasopressine  régule  l’expression  protéique  de  RGS2  dans  les  cellules 
mpkCCDc14. 50μg de protéines extraites des cellules mpkCCD c14 stimulées ou non avec 10nM 
d’AVP  ont  été  séparés  sur  un  gel  SDS‐PAGE  et  transférés  sur  une  membrane  de 
nitrocellulose  (western  blot). La détection  a  été  faite  avec un  anticorps  anti‐RGS2, puis  la 




L’analyse par RT‐PCR de  la distribution de RGS2  le  long du néphron a permis de 
localiser  l’ARNm de RGS2 au niveau du glomérule, de  la branche  large ascendante 





Lors de  la microdissection,  la distinction entre  le DCT1 et  le DCT2 n’a pas pu être 
faite,  si  bien  que  le  terme DCT  regroupe  ces  deux  parties.  Chez  les  rongeurs,  la 
distribution de RGS2 dans le néphron révèle une colocalisation presque exacte avec 
























































Pour  déterminer  si  l’induction  de  RGS2  par  la  vasopressine  dans  les  cellules 
mpkCCDc14  est  aussi présente  in  vivo,  le niveau d’expression de  l’ARNm de RGS2 
dans  le CTAL  et  le CCD de 6  souris  chargées  en  eau a  été  comparé avec  celui de 
6 souris privées d’eau durant 23h. Cette comparaison a été effectuée en utilisant  la 
technique  de RT‐PCR  quantitative  TaqMan®  (voir  « Matériel  et méthode »  3.5.13.). 
L’actine  et  l’hypoxanthine  guanine  phosphoribosyl  transférase  1  (Hprt1)  ont  été 
utilisés  indépendamment  pour  normaliser  la  quantité  d’ARN  extraite  des 
échantillons. Ces deux gènes sont souvent utilisés comme contrôle endogène (Zhang 
et al. 2005; Gilsbach et al. 2006; Meldgaard et al. 2006). Chez les souris privées d’eau, 
une  augmentation  significative  de  l’expression  de  RGS2  de  1,96x  ±  0.28x  dans  le 
CTAL et de 1.23x ± 0.06x dans le CCD est observée pour les échantillons normalisés 
‐ 100 ‐ 
par  rapport  à  l’actine  (Figure  44).  Lorsque  l’Hprt1  est  utilisée  comme  contrôle 
endogène,  seul  l’augmentation  de  l’expression  de  RGS2  dans  les  CCD  est 
significative (1.17x ± 0.08x). Dans les CTAL, l’expression de RGS2 tend à augmenter 
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quantitative  réalisée  à  partir  d’ARN  extrait  d’un millimètre  de CTAL  (A)  et CCD  (B)  de 
souris  chargées  en  eau  et  de  souris  privées  d’eau.  5  et  6  souris  de  chaque  groupe  ont  été 
utilisées respectivement pour  le CTAL et  le CCD. La quantité d’ARN utilisé est normalisée 
par rapport à l’actine et à Hprt1. 




Ces premiers  résultats ont confirmé  le  fait que  la vasopressine augmente  le niveau 
d’expression de  l’ARNm de RGS2 dans  les mpkCCDc14. De plus,  l’augmentation de 
l’expression protéique de RGS2 par cette hormone a pu être mise en évidence dans 
cette même lignée de cellules.  
In  vivo,  nous  avons pu montrer  que  l’expression de RGS2  est  augmentée par une 
restriction  en  eau,  ce  qui  laisse  entendre  que  RGS2  est  également  induit  par  la 
vasopressine dans un contexte physiologique. 
En outre, dans le néphron de souris, RGS2 est exprimé presque exclusivement dans 





Il a  été démontré que RGS2  inhibe  le  transport de Ca2+ par une  interaction directe 
avec TRPV6 (Schoeber et al. 2006). Ainsi  il se pourrait que RGS2  influence  l’activité 
d’un  autre  canal.  ENaC  semble  être  un  bon  candidat  parce  que  son  activité  est 




RGS2  interagit  avec  la  spinophiline  (Wang  et  al.  2005).  Or,  une  étude  récente 
présentée par Kimura et al.  lors du 11ème congrès  international sur  la Na,K‐ATPase, 
en 2005 a montré que la spinophiline s’associe de façon directe avec la Na,K‐ATPase 
(Kimura  et  al.  2005).  Dès  lors,  nous  avons  voulu  tester  si  RGS2  agit  comme 
modulateur de  la Na,K‐ATPase via son  interaction avec  la spinophiline  (Figure 45). 
L’action  de  la  spinophiline  se  situerait  au  niveau  de  la  translocation  de  la Na,K‐
ATPase à la membrane (Kimura et al. 2005). En effet, dans les souris dépourvues de 












Dans  la  littérature,  de  nombreux  articles  présentent  RGS2  comme  un  rétroacteur 
négatif de plusieurs voies de signalisation. Par exemple,  l’angiotensine II augmente 
l’expression de RGS2 et ce dernier diminue la sécrétion d’aldostérone dans les lignées 
de cellules adrénergiques en stoppant  l’effet de  l’angiotensine  II sur  la synthèse de 
l’aldostérone  (Romero et al. 2006). Dans  les cardiomyocytes, RGS2 est  induit par  la 
phénylephrine  via  les  récepteurs  α1‐adrénergiques  et  RGS2  prévient  la 
phosphorylation de ERK1/2 induite par la phénylephrine (Zou et al. 2006). 
Etant donné  la colocalisation de RGS2 et de V2R dans  le néphron, nous avons émis 
comme  troisième  hypothèse  que  RGS2  influence  la  voie  de  signalisation  de  la 
vasopressine. Cette hypothèse est séparée en deux points : 
A.  RGS2  pourrait  moduler  la  voie  de  signalisation  de  la  vasopressine  par  une 
inhibition directe de  l’AC ou par un effet d’antagoniste de  l’effecteur en se  liant au 




atténuer  les  effets de  ces  voies  sur  celle de  la  vasopressine  en  exerçant un de  ses 
modes  d’action  connu.  Par  exemple,  RGS2  pourrait  moduler  une  voie  de 
signalisation  liée aux Gq grâce à son activité GAP ou alors agir comme antagoniste 

















































comme  feedback  négatif  sur  la  voie  de  signalisation  de  la  vasopressine  B. RGS2  pourrait 
inhiber  la  signalisation  de  GPCR  dont  l’action  est  de  moduler  la  signalisation  de  la 









vasopressine  joue un rôle dans  la  fonction rénale et si  tel est  le cas, de comprendre 
par quel mécanisme moléculaire il exerce son action et quelle est son influence sur les 
transports d’eau et de sodium dans  les segments du néphron qui expriment RGS2. 
Cela  a  été  réalisé  d’une  part  en  utilisant  le  système  d’expression  hétérologue  des 
ovocytes de Xenopus laevis et d’autre part en utilisant des souris dépourvues de RGS2 


















rein  de  souris  transgénique  portant  le  gène  large  T  antigen  sous  le  contrôle  de 
l’amplificateur  (enhancer) SV40 placé devant  le promoteur de  la pyruvate kinase de 
type  L  (Bens  et  al.  1999).  Ce  transgène  permet  de  créer  une  lignée  de  CCD 
immortalisée. Les cellules mpkCCDc14 ont entre autres les caractéristiques suivantes : 
capacité  de  transport  du  sodium,  haute  résistance  transéphitéliale  et  sensibilité  à 





de  sérum  de  veau  fœtal  (FCS :  Fetal  Calf  Serum),  10mM  d’HEPES  pH  7.4, 
100 unités/ml  de  pénicilline,  100μg/ml  de  streptomycine.  Les  mpkCCDc14  ont  été 




dépourvu  de  EGF,  de  transferrine  et  de  FCS.  Les  cellules  ont  ainsi  été  cultivées 
durant 5 jours, puis 18 heures avant une expérience, les filtres ont été placés dans du 
milieu sans hormone (milieu DMEM/F12 supplémenté par 11mM de D‐glucose et 100 
unités/ml  de  pénicilline,  100μg/ml  de  streptomycine).  Seules  les  cellules  dont  la 
résistance  transépithéliale était supérieure à 1000 Ω x cm2 ont été utilisées. Pour  les 
expériences  d’expression  de  l’ARNm  de  RGS2  en  fonction  de  la  dose  d’AVP,  les 
cellules ont  été  traitées durant 1h30 avec 10‐12, 10‐11, 10‐10, 10‐9, 10‐8M AVP. Pour  les 
expériences d’analyse de l’expression de l’ARNm au cours du temps, les cellules ont 
été  traitées  avec  10‐8M  d’AVP  durant  30min,  1h,  2h,  4h,  8h,  24h.  Pour  chaque 
expérience  une  condition  sans  traitement  a  été  effectuée  comme  contrôle. Chaque 
condition  a  été  réalisée  en  triplicat,  et  l’ARN  extrait  des  trois  filtres  de  même 







0.1M)  a  été  utilisé  pour  détacher  les  cellules  d’un  filtre.  Les  cellules  ont  été 
homogénéisées par passages successifs à travers une aiguille de 0.6mm de diamètre 
(Neolus Terumo). Puis 300μl dʹacétate de sodium 2M pH 4,0, 3ml de Phénol pH 4.0 et 
600μl  de  chloroforme/isoamylalcool  49 :1  ont  été  ajoutés  successivement.  Les 





14ʹ000rpm  a  été  faite  à  4°C.  Le  culot  a  été  resuspendu  dans  100μl  d’H20.  La 
concentration d’ARN total a été mesurée par spectrophotomètre nanodrop ND‐1000 
(Witec AG). Les ARNm ont été isolés à partir de 100μg d’ARN total en utilisant le kit 




dose  d’AVP  ont  été  faites  en  utilisant  la  technique  de  northern  blot.  Brièvement 
l’ARNm correspondant à 100μg d’ARN total a été séparé sur un gel d’agarose 1,5%, 





RGS2 marquée  au  32P‐dCTP  (1x106  cpm/ml  de  solution  d’hybridation).  La  sonde 
radiomarquée a été fabriquée à partir de  la séquence entière de RGS2 (1361pb). Les 




dans une  solution  bouillante  (Tris‐HCl  1mM pH8.0, EDTA  1mM,  SDS  0.1%) pour 
éliminer  la  sonde  RGS2.  Puis  une  sonde  radiomarquée  GAPDH  (produit  PCR 





les  cellules  d’un  filtre.  Puis  les  échantillons  ont  été  soniqués  15sec.  50μl 
















électrophysiologiques ont été effectuées 24 heures après  les  injections en utilisant  la 
















d’EST,  numéro  du  clone  IMAGE  6826641  (Geneservice,  UK)).  Les  conditions 
suivantes  ont  été  effectuées :  1 :  ovocytes  non‐injectés,  2 : Na,K‐ATPase,  3 : Na,K‐
ATPase  +  RGS2,  4 :  Na,K‐ATPase  +  Spinophiline  5 :  Na,K‐ATPase  +  RGS2 




de  35S‐Methionine  (Perkin  Elmer)  afin  de  marquer  les  protéines  nouvellement 
synthétisées. Après une nuit d’incubation à 19°C,  les protéines ont été extraites des 
ovocytes  en  utilisant  20μl/  oocytes  de  tampon  d’homogénéisation  (NaCl  0.1M, 
Digitonin 0.5% (Sigma), Tris‐HCl 20mM pH 7.6, PMSF 1mM, LAP 5μg/ml (leupeptin, 
antipain, pepstatin (Sigma))). Les  immunoprécipitations ont été réalisées à partir de 
l’extraction  de  protéines  de  15  ovocytes  par  condition.  Le  volume  d’extraits  de 





(Amersham)  et  5μl  de  protéine  G‐Agarose  (Calbiochem)  ont  été  utilisées  pour 
précipiter  les  protéines  par  une  incubation  d’une  heure  à  4°C.  Les  billes  ont  été 
récupérées par centrifugation de 1100rpm à 4°C, puis  les protéines non précipitées 




mercaptoéthanol  2.1%). Les  échantillons ont  été  chauffés  à  56°C  et  séparés  sur gel 
SDS‐PAGE 8‐15%. Les protéines ont ensuite été baignées dans du tampon de fixation 






Trois  jours  après  l’injection  des  ovocytes  selon  les  conditions  mentionnées  au 
chapitre  3.5.5.,  le  nombre  de  molécules  de  Na,K‐ATPase  exprimées  à  la  surface 
cellulaire des ovocytes de Xenopus laevis a été déterminé en utilisant la technique de 





Na,K‐ATPase.  Il  faut  connaître  l’activité  spécifique  de  l’ouabaïne  radiomarquée 
utilisée dans l’essai. Cette activité est exprimée en μCi/nmol (Ci= Curie). Puis à partir 
du  nombre  de  dpm  obtenus  lors  de  l’essai,  on  obtient  le  nombre  de  μCi  par  la 





de  recherche du Prof. K. Geering  (DPT, Université de Lausanne). Trois  jours après 
l’injection des ovocytes selon les conditions mentionnées au chapitre 3.5.5., le courant 
maximal de la Na,K‐ATPase a été mesuré en utilisant la méthode de voltage‐clamp à 
deux  électrodes  décrit  précédemment  (Jaisser  et  al.  1994;  Crambert  et  al.  2000). 




Le  turnover de  la Na,K‐ATPase  (c’est‐à‐dire  le nombre de  charges  transportées par 





Puis  il  faut  savoir  que  1  Faraday=96’485.34  coulombs/mole  dʹélectron;  donc  un 
faraday est la charge totale dʹune mole dʹélectron, autrement dit une mole d’électron 
a  une  charge  de  96485.34  coulombs.  On  peut  donc  convertir  les  C/s  en  mole 
d’électron/s  en  divisant  la  quantité  de  C/s  obtenue  par  le  calcul  précédent  par 
96485.34.  Cela  permet  de  déterminer  la  quantité  de  charge  par  seconde  que 
représente  notre  courant  de  départ.  Pour  déterminer  le  nombre  de  charges 
transportées  par  seconde  et  par molécule  de Na,K‐ATPase,  il  suffit  de  diviser  les 
moles  d’électron/s  obtenues  lors  du  calcul  précédent  par  le  nombre  de moles  de 




le Prof  JM. Penninger du Amgen  Institute de Toronto  (Canada). Le génotypage des 
souris a été effectué comme décrit par Oliveira‐dos‐Santos et al. (Oliveira‐Dos‐Santos 
et al. 2000). Chaque expérience a été effectuée en utilisant comme contrôle des souris 












le  rein  gauche  selon  la  procédure  suivante :  une  fois  la  souris  profondément 
endormie,  l’abdomen a été ouvert,  l’aorte abdominale et  la veine  cave dégagées et 
ligaturées  juste en amont de  la  jonction des artères et des veines  iliaques (Figure 47 
point 1). Un deuxième fil a été passé autour de l’aorte abdominale et de la veine cave, 
afin  de  tenir  le  cathéter,  qui  est  posé  par  la  suite  (Figure  47  point  2).  Puis  la 
préparation d’une  ligature (pré‐ligature) a été posée autour de  l’aorte et de  la veine 





serrée afin de  limiter  la perfusion au  rein gauche. Le  clamp a été  retiré et  la veine 
rénale gauche a été  incisée afin de créer une sortie pour  le  liquide perfusé. 10ml de 
milieu HM  (Home Made)  (NaCl  137mM, KCl  5mM, NaHCO3  4mM, HEPES  20mM, 
MgSO4  0.8mM,  Na2HPO4  0.33mM,  KH2PO4  0.44mM,  MgCl2  1mM,  CH3COONa 
10mM, CaCl2 1mM, Glucose 5mM) ont été perfusés dans un but de lavage, puis 10ml 
de  Liberase  Blendzyme  2  à  40μg/ml  (Roche)  (dilué  dans  du milieu HM)  ont  été 
perfusés  afin de dissocier  la matrice  intercellulaire  et de  rendre  la microdissection 
plus facile.  
 
Figure  47 :  Schéma  de  la 
perfusion  du  rein  gauche 
d’une souris. Le détail de la 
procédure est expliqué dans 




au  rein  gauche.  4 :  Aorte 
clampée  pour  permettre 
l’incision  de  celle‐ci  en 
















une  tranche de  1mm dʹépaisseur  (Figure  48). A partir de  cette  section  sagittale de 
rein, de fins segments en forme de pyramides ont été découpés et mis dans 15ml de 
solution de Liberase Blendzyme 2 à 40μg/ml. Ces pyramides ont été incubées 40min 












Toutes  les  microdissections  ont  été  effectuées  sur  glace  dans  du  milieu  HM 
additionné  de  0.05% de  BSA  (Bovine  Serum Albumin)  (Roche)  afin  d’éviter  que  les 
tubules n’adhèrent aux pointes de pipette et ainsi de faciliter la collecte et le transfert. 
Lorsque le matériel disséqué était destiné au western blot, la BSA n’était pas ajoutée 
au milieu HM,  car  la plupart des  anticorps  secondaires  s’hybrident  à  celle‐ci. Les 
différentes parties du néphron (Figure 49) ont été isolées sous une loupe binoculaire 
à  un  grossissement  de  32x  à  l’aide  d’épingles  dʹentomologiste  montées  sur  des 
pipettes Pasteur. La taille des tubules isolés a été mesurée grâce à une échelle insérée 
dans le fond d’un des oculaires. 




















































sont  le  glomérule,  le  tubule  contourné  proximal  (PCT :  Proximal Convoluted  Tubule),  le 
tubule proximal droit  (PST : Proximal Straight Tubule),  lʹanse de Henle avec  la partie  fine 
descendante (TDL : Thin Descending Limb), la partie fine ascendante (TAL : Thin Ascending 
Limb), la partie médullaire large ascendante (MTAL : Medulla Thick Ascending Limb) et la 





Les  tubules microdisséqués  ont  été  transférés  dans  400μl  de  solution  dénaturante 
(solution D : guanidium  thiocyanate 4M, citrate de  sodium 25mM pH 7.0,  sarkosyl 
0,5%)  à  laquelle  ont  été  ajoutés  extemporanément  2.9  μl  de  β‐mercaptoéthanol  et 
20μg de glycogène. LʹARN a été extrait selon une méthode dʹextraction au phénol : 
40μl d’acétate de sodium 2M pH 4,0, puis 480μl de Phénol Acide : Chloroforme 5:1 





15min  à  10ʹ000rpm  et  à  4°C.  La  phase  aqueuse  a  ensuite  été  récupérée  et  450μl 









La  localisation de RGS2 dans  les différentes parties du néphron  a  été  réalisée par 
RT‐PCR. Pour chaque région du néphron, une quantité d’ARN correspondant à un 




de  l’amorce  sens  était  5’‐ggcaacggccccaaggtcgagg‐3’  et  celle  de  l’amorce  antisens, 
5’‐aagcagccacttgtagcctcttg‐3’. La température d’appariement était de 58°C et 35 cycles 
ont été effectués. A partir des mêmes échantillons, NaPiIIa, NCC et  γENaC ont été 
amplifiés  afin  de  contrôler  la  qualité  des  microdissections.  Respectivement,  les 
séquences des amorces sens et antisens,  la température d’appariement et  le nombre 
de  cycle  ont  été  les  suivants :  NaPiIIa :  sens  5’‐ctcctgaaggtgcctctgat‐3’  et  antisens 
5’‐gctggatgatgagtcttgtg‐3’, 55°C, 32  cycles. NCC :  sens 5’‐ctaccaatggcaaggtcaag‐3’  et 
antisens  5’‐taggagatggtggtccagaa‐3’,  54°C,  35  cycles.  γENaC :  sens 









C57BL/6 âgées de 6 semaines  (Elevage  Janvier). Dans  le premier groupe,  les souris 
ont  été  privées  d’eau  durant  23h, mais  ont  gardé  un  libre  accès  à  la  nourriture 
(granules). Le deuxième groupe de  souris a été nourri avec une gelée  riche en eau 




microdissection et  l’ARN des  tubules a été extrait. L’ARN a été  transcrit en ADNc. 
Concrètement, 5μl d’ARN (correspondant ici à 20mm de tubules) ont été mélangés à 
2μl de  5x  first  strand  buffer  (Invitrogen),  1μl de DTT  100mM  (Invitrogen),  0.5μl de  




PCR  quantitative  a  été  réalisée  en  utilisant  le  système  TaqMan®.  Pour  un même 
ADNc,  la PCR a été  faite en  triplicat. Le mélange PCR utilisé pour amplifier RGS2 
était le suivant : 7,25μl d’eau bidistillée, 12,5μl de « TaqMan® Universal PCR Master 
Mix »  (Applied  Biosystems),  1,25μl  de mélange  sonde‐amorces :  « TaqMan®  Gene 
Expression Assays Rgs2 Mm00501385_m1 »  (Applied Biosystems) et 4μl de  l’ADNc 
dilué  8x  (ce  qui  correspond  à  l’ARN  extrait  d’1mm  de  tubule).  L’ADNc  de  deux 
autres  gènes  a  été  amplifié  comme  contrôle  endogène  (β‐actine  et  hypoxanthine 
guanine phosphoribosyl  transférase 1, Hprt1). Les mélanges sonde‐amorces utilisés 
étaient  « Mouse  ACTB  (β‐actine)  Endogenous  Control »  (Applied  Biosystems)  et 
« TaqMan® Gene Expression Assays Hprt1 Mm00446968_m1 » (Applied Biosystems). 










contenant  2μl  de  4mM  IBMX,  0.4%  bacitracine  et  20μM  indométhacine.  Les 
échantillons  ont  été  incubés  10min  à  30°C.  Puis  4μl  de milieu HM  sans  hormone 
(comme  contrôle)  ou  avec  hormones  aux  concentrations  finales  suivantes :  AVP 
10‐8M, AVP  10‐9M,  forskoline  1.6x10‐5M,  endothéline  10‐8M, phénylephrine  2x10‐4M, 
dopamine 10‐5M, Prostaglandine F2α 5x10‐8M, bradykinine 10‐7M, ont été ajoutés. Les 
échantillons ont alors été  incubés 4min à 35°C. Pour déterminer  le bruit de fond de 
l’expérience,  cinq  tubes  (Bo)  ne  contenant  pas  de  tubule  ont  subi  les  mêmes 





de  tampon K‐Phosphate  50mM  pH  6.2. Des  tubes  nommés  BLB   (détermination  du 
marquage  non  spécifique)  ont  été  préparés  avec  50μl  de  ce  tampon. Une  gamme 




25μl  d’un  complexe  d’anticorps  primaire  dirigé  contre  l’AMPc  et  d’anticorps 
secondaire  (cAMP Antiserum  complex) ont  été mélangés à  tous  les  tubes  exceptés 
aux  tubes BBL. Après 16‐18 heures d’incubation à 4°C,  la  réaction a  été  stoppée par 












Solution  (GibcoTM)),  acides  aminés  non  essentiels  1x  (Non‐essential  a.a.  100x 
(CHEMICON®)),  acides  aminés  essentiels    0.5x  (MEM Amino Acids  –L‐Glutamine 
50x (GibcoTM))). Une fois que 10 x 3mm de tubule par condition (c‐à‐d CTAL et CCD) 
ont été collectés, ceux‐ci ont été transférés dans 0.5μl de milieu HM+ et placé dans un 
tube PCR  contenant  4.5μl de  10mM Tris‐HCl pH  7.4. Pour déterminer  l’hydrolyse 
non  enzymatique de  l’ATP,  2x5  tubes  « blanc »  (B)  ont  été préparés  avec  0.5μl de 
milieu HM+  (sans  tubule)  et  4.5μl  de  10mM  Tris‐HCl  pH  7.4.  Les  tubes  ont  été 
congelés rapidement dans de la glace carbonique, puis décongelés graduellement sur 
glace. Ces  chocs permettent de perméabiliser  la membrane des  cellules  tubulaires. 
Pour mesurer  l’activité  basal  de  la Mg2+‐ATPase,  5μl  de  solution  « Mg2+‐ATPase » 
(MgCl2  20mM,  EDTA  2mM,  Tris‐HCl    300mM  pH7.4, Na2ATP  20mM,  [γ‐32P]ATP 
5nCi/ml  (Perkin Elmer), Ouabain 2mM  (Fluka)  fraichement préparé) ont été ajoutés 
en quintuplicat  (5 des 10  tubes préparés par condition) durant 15min à 37°C. Pour 
mesurer  l’activité  de  toutes  les  ATPase,  5μl  de  solution  « Total  ATPase »  (NaCl 




ATP.  Une  centrifugation  de  3min  à  2000rpm  et  à  4°C  a  été  réalisée  et  50μl  de 
surnageant  contenant  le  32Pi  ont  été  comptés  par  la méthode  de  Cherenkov.  Les 
activités  hydrolytiques  des  ATPase  sont  exprimées  en  picomoles  de  phosphate 
inorganique (Pi) libéré par millimètre de tubules et par heure. L’activité hydrolytique 




obtention  de  10mm,  puis  transférés  avec  5μl  de milieu HM  et  placé  dans  5μl  de 
tampon de chargement  (SDS 9.6%, sucrose 13.8%, bleu de bromophénol 0.026%, β‐
‐ 117 ‐ 
mercaptoéthanol  4.2%).  Les  échantillons  ont  été  chauffés  durant  5min  à  95°C  et 
séparés  sur  un  gel  SDS‐PAGE  8%.  Les  protéines  ont  été  transférées  sur  une 
membrane de nitrocellulose Protan®  (Schleicher & Schuell), et  le western blot a été 
réalisé  selon un protocole  standard. Les  anticorps de  lapin dirigés  contre  la partie 
C‐terminale  des  sous‐unités  β  et  γ‐ENaC,  nous  ont  été  donnés  par  Prof. J. Loffing 
(manuscrit en préparation). Ils ont été utilisés à une dilution de 1/5ʹ000. L’anticorps 
de lapin anti‐Aqp2 (source : Prof. J. Loffing (manuscrit en préparation)) a été utilisé à 
une  dilution  de  1/2ʹ000. Des  séquences  d’antigène  similaires  à  celle  utilisées  pour 
générer  ces  trois  anticorps  ont  été  décrites  précédemment.  (Elliot  et  al.  1996; 
Masilamani  et  al.  1999).  L’anticorps  de  lapin  anti‐α1,2,3  Na,K‐ATPase  décrit  par 
Girardet et al. (Girardet et al. 1981) a été utilisé à une dilution de 1/10ʹ000. L’anticorps 
de lapin dirigé contre la sous‐unité β1‐Na,K‐ATPase (Gonzalez‐Martinez et al. 1994) a 
été  utilisé  à  une  dilution  de  1/1ʹ000. Ces  deux  anticorps  nous  ont  été  fournis  par 
Prof. K Geering.  Les membranes  ont  d’abord  été  hybridées  avec  un  des  anticorps 




Les  souris  rgs2  +/+  et  ‐/‐  ont  été  installées  individuellement  dans  des  cages 
métaboliques 3600M021  (Tecniplast)  selon un  cycle  jour/nuit de 12h/12h de 7h00  à 
19h00.  Ces  cages  permettent  de  mesurer  la  quantité  de  nourriture  et  d’eau 
consommées, la quantité de fèces produite et la quantité d’urine excrétée. Les souris 








l’eau. Dès  leur  transfert  en  cage métabolique,  les  souris  ont  d’abord  été  soumises 
durant  trois  jours  au  régime  normal  (0.23%  Na+,  0.59%  K+)  en  gelée  (4.5g  de 
‐ 118 ‐ 









l’eau  et  à  la  nourriture  normale.  Après  deux  jours  d’adaptation,  le  protocole  de 
restriction en eau était le suivant : les souris ont été pesées; débute alors une première 
période de 24 heures  (de 19h00‐19h00),  suivie de 12 heures en privation d’eau  (de 
19h00 à 7h00). Pour  la charge en eau,  le protocole est  identique mis à part que  les 
souris ont été nourries avec des gelées contenant un mélange de nourriture normale 
et d’eau : pour la première période de 24h : (4g de nourriture et 5g d’eau) puis pour 
les  12h de  charge  en  eau :  (4g de nourriture  et  10g d’eau). Le poids des  souris,  la 
quantité de nourriture et d’eau consommée ainsi que la quantité d’urine excrétée ont 
été  mesurées  après  chacune  de  ces  périodes.  Les  urines  ont  été  prélevées  et 
conservées  à  ‐20°C  jusqu’à  analyse de  la  quantité de Na+, K+, Ca2+, Mg2+, Cl‐, PO4‐ 







a  été mesurée  toutes  les heures durant  5 heures  (de  9h00  à  13h00), puis  après  2.5 





Le  sang  de  souris  rgs2  +/+,  +/‐  et  ‐/‐  anesthésiées  à  la  xylazine  et  kétamine  (voir 

















RGS2  sur  le  courant  sensible  à  l’amiloride. Les  ovocytes de Xenopus  laevis  ont  été 
utilisés comme système d’expression de RGS2 et d’ENaC. Le courant mesuré après 
injection d’ENaC  est d’environ  3μA. Lorsque RGS2  est  co‐injecté avec ENaC,  il ne 
change pas significativement  le courant sensible à  l’amiloride  (Figure 50). RGS2 n’a 





































































vasopressine  (Gonin  et  al.  2001; Mordasini  et  al.  2005). Afin de déterminer  le  rôle 
potentiel de RGS2 sur le turnover de la Na,K‐ATPase, RGS2 et la Na,K‐ATPase ont été 
co‐injectés. Le courant maximum  (Imax) et  la quantité de molécules exprimées à  la 
surface  cellulaire  d’un  ovocyte  intact  ont  été  mesurés.  En  outre,  puisqu’elle 
interagirait avec RGS2 et  la Na,K‐ATPase  (Kimura et al. 2005; Wang et al. 2005),  la 
spinophiline a également été co‐injectée. Comme on peut l’observer sur la figure 51, 
qui  présente  un  exemple  de  western  blot,  le  niveau  d’expression  exogène  de  la 
Na,K‐ATPase était similaire entre les différentes conditions d’injection. En piste 5, on 

























Figure 51 : Expression protéique de  la Na,K‐ATPase dans  les ovocytes de Xenopus  laevis. 
Les  protéines  extraites  d’un  ovocyte  de Xenopus  laevis  ont  été  séparées  sur  un  gel  SDS‐
PAGE  et  transférées  sur  une membrane  (western  blot).  La  détection  a  été  faite  avec  un 
anticorps  anti‐Na,K‐ATPase  à  une  concentration  de  1/10000.  L’expression  de  la  Na,K‐
ATPase exogène est similaire dans toutes les conditions. 
RGS2 ne modifie pas le Imax de la Na,K‐ATPase. La spinophiline le réduit mais cet 








dans  les  autres  conditions. Le  Imax  et  l’expression  à  la  surface des ovocytes de  la 
Na,K‐ATPase  endogène  était  3  à  4  fois  plus  faibles  que  ceux  de  la Na,K‐ATPase 
















































































































































































































sodium  et  le  courant  de  la  pompe  est mesuré  par  la  technique  de  voltage  clamp  à  deux 
électrodes. B. Mesure  de  la  quantité  d’ouabaïne  radiomarquée  liée  à  la Na,K‐ATPase.  Les 





charges  transportées  par  unité  de  temps  et  de  la  quantité  de Na,K‐ATPase  exprimée  à  la 
surface cellulaire. Ces expériences ont été faites à partir de 5 stocks différents d’ovocytes. Pour 
chaque  stock,  5‐7  ovocytes  ont  été utilisés  par  condition. Les  barres  d’erreurs  représentent 
l’erreur standard de  la moyenne des données  ( ± SEM). * : p<0.05, ** : p< 0.01 par rapport 




en  présence  (90mM)  (Figure  53)  et  en  absence  de Na+  extracellulaire  (Figure  54). 
Comme  il  peut  être  observé  sur  la  figure  53,  RGS2  diminue  faiblement  mais 
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Figure 53 : Effet de RGS2  sur  l’affinité pour  le K+ de  la Na,K‐ATPase  en présence de Na+ 
extracellulaire.  Lorsque  RGS2  est  co‐injecté  avec  la  Na,K‐ATPase,  le  K1/2  du  K+  est 
significativement  augmenté  (* :  p<0.05)  quel  que  soit  le  potentiel  membranaire.  Ces 




Na,K‐ATPase  ne  soit  due  à  une  compétition  entre  le Na+  et  le K+  pour  le  site  de 





















extracellulaire. Les ovocytes de Xenopus  laevis ont été  injectés avec  la Na,K‐ATPase 
seule ou avec RGS2 et/ou la spinophiline. Sans Na+ extracellulaire, RGS2 a la capacité 














































































Figure  54:  Affinité  pour  le  K+  de  la  Na,K‐ATPase  exprimée  seule  ou  avec  RGS2  ±  la 
spinophiline dans les ovocytes de Xenopus laevis, en absence de Na+ extracellulaire. Lorsque 
RGS2  est  co‐injecté  avec  la  Na,K‐ATPase,  le  K1/2  du  K+  est  significativement  augmenté 






Pour  déterminer  si  l’effet  de  RGS2  sur  le  transport  de  potassium  est  dû  à  une 
interaction  directe  entre  RGS2  et  la  Na,K‐ATPase,  des  expériences 
d’immunoprécipitations  ont  été  effectuées  à  partir  d’un  extrait  total  de  protéines 
marquées  à  la  [35S]méthonine  provenant  d’ovocytes  injectés  selon  les  conditions 
décrites  dans  « Matériel  et  méthode »  3.5.5.  Ces  expériences  ont  été  effectuées  à 
‐ 125 ‐ 
5 reprises  ce  qui  correspond  aux  5  stocks  d’ovocytes  utilisés  précédemment.  Un 
exemple est présenté en  figure 55. Ni  l’immunoprécipitation de  la Na,K‐ATPase, ni 
celle de RGS2 via son tag HA n’ont permis d’observer la moindre interaction, que ce 




d’ovocytes  injectés  selon  les  conditions  décrites  dans  « Matériel  et  méthode »  3.5.5.  Les 
immunoprécipitations ont été réalisées soit avec un anticorps dirigé contre la sous‐unité α1 de 





Dans  plusieurs  cas  d’hypertension,  la  composition  plasmatique  des  sujets 
hypertendus est altérée  (Lifton et al. 2001), nous avons donc comparé  la  [K+]  [Na+] 
[Cl‐] ainsi que l’osmolalité des souris rgs2 +/+, +/‐ et ‐/‐. Ces dernières présentent une 
légère  hypokaliémie  (baisse  significative  de  11%  ±  2%  de  la  concentration  de  K+ 
plasmatique chez les souris rgs2 ‐/‐) (Tableau 4). Les plasmas analysés ont été soumis 
à un  contrôle du  niveau d’hémolyse. Pour  les mesures de  la  concentration de K+, 
‐ 126 ‐ 
seuls  les  plasmas  hémolysés  à  moins  de  1%  ont  été  retenus.  En  moyenne,  les 
échantillons  utilisés  pour  les mesures  de  la  kaliémie  présentaient  le  pourcentage 
d’hémolyse suivant : rgs2 +/+ : 0.63% ± 0.1%, rgs2 +/‐ : 0.66% ± 0.1%, rgs2 ‐/‐ : 0.61% ± 
0.1%.  Les  valeurs  de  la  concentration  de  Na+  et  de  Cl‐  ainsi  que  l’osmolalité 
plasmatique ne sont pas différentes entre les souris des trois génotypes. 
 
  rgs2 +/+ rgs2 +/- rgs2 -/-
Plasma
Na +, mM 153.7±1.2 (12) 151.7±1.1 (12) 153.2±0.8 (8)
K +, mM 4.01±0.06 (12) 4.16±0.25 (12) 3.56±0.10 (6) **
Cl -, mM 114.0±0.8 (12) 112.4±1.0 (12) 112.2±1.1 (9)
Osmolalité , mosm/kg H2O 329.9±2.9 (12) 329.3±2.8 (12) 331.5±3.5 (8)
Les valeurs moyennes sont présentées ± SEM, parenthèses (nombre d'animaux)








Bien  que  cette  hypokaliémie  puisse  être  la  conséquence  d’une  grande  variété  de 
causes et malgré le fait que dans les ovocytes l’expression de RGS2 ne change pas le 
turnover de la Na,K‐ATPase, nous avons décidé de poursuivre l’analyse de l’effet de 
RGS2  sur  la  Na,K‐ATPase  in  vivo  en  formulant  l’hypothèse  que  l’hypokaliémie 
pouvait peut‐être refléter une augmentation de l’activité de la Na,K‐ATPase dans le 
néphron.  
Pour  étudier  cet  aspect  in  vivo, nous  avons utilisé deux  approches. Premièrement, 
afin de déterminer si l’hypokaliémie et l’hypothétique suractivité de la Na,K‐ATPase 
pouvaient être observés au niveau de la fonction tubulaire du néphron, la quantité et 















jour 1 jour 2 jour 3 jour 4 jour 5 jour 6
 +/+ 27.01 ± 1.64 26.91 ± 1.41 26.79 ± 1.29 26.01 ± 1.53 26.37 ± 1.49 26.57 ± 1.46
 -/- 25.91 ± 1.83 26.14 ± 2.06 26.14 ± 1.70 25.44 ± 1.14 25.74 ± 1.19 26.00 ± 1.22
 
 
Consommation de nourriture,  +/+ 10.97 ± 0.19 10.87 ± 0.34 10.79 ± 0.33 11.37 ± 0.10 11.28 ± 0.12 11.28 ± 0.17
g/jour  -/- 10.95 ± 0.34 10.79 ± 0.2 10.67 ± 0.28 11.23 ± 0.15 11.06 ± 0.22 11.19 ± 0.33
Volume urinaire,  +/+ 4.56 ± 1.00 4.64 ± 0.99 4.58 ± 0.84 5.56 ± 0.51 4.73 ± 0.54 4.86 ± 0.75
ml/jour  -/- 4.18 ± 1.05 4.43 ± 0.72 4.29 ± 0.25 5.14 ± 0.71 4.57 ± 0.52 4.68 ± 0.62
 +/+ 392.10 ± 21.43 433.27 ± 27.33 415.79 ± 16.98 2373.67 ± 87.87 2434.57 ± 75.15 2533.68 ± 116.63
 -/- 415.67 ± 44.27 416.36 ± 42.39 424.72 ± 31.73 2429.53 ± 98.38 2438.43 ± 80.15 2510.79 ± 103.63
 +/+ 383.04 ± 23.00 430.17 ± 16.95 428.56 ± 10.76 520.74 ± 27.43 442.22 ± 11.38 434.77 ± 20.24
 -/- 422.24 ± 41.04 432.41 ± 41.23 432.30 ± 29.98 518.29 ± 25.40 446.83 ± 19.53 443.41 ± 23.50
 +/+ 1.03 ± 0.02 1.00 ± 0.03 0.97 ± 0.02 4.58 ± 0.13 5.51 ± 0.07 5.83 ± 0.11
 -/- 0.98 ± 0.02 0.97 ± 0.04 0.98 ± 0.02 4.71 ± 0.14 5.48 ± 0.13 5.68 ± 0.09
 +/+ 3.89 ± 1.20 3.66 ± 0.40 3.23 ± 0.54 2.91 ± 0.23 2.89 ± 0.65 2.96 ± 0.37
 -/- 6.62 ± 1.82 4.77 ± 1.21 3.76 ± 0.81 4.07 ± 0.71 2.87 ± 0.51 3.04 ± 0.40
 +/+ 23.15 ± 2.65 29.43 ± 3.41 24.33 ± 1.60 28.99 ± 2.15 24.30 ± 1.40 25.59 ± 2.18
 -/- 27.38 ± 4.63 30.66 ± 4.58 27.71 ± 2.73 31.48 ± 2.14 25.28 ± 1.21 25.01 ± 1.32
 +/+ 410.40 ± 25.51 455.33 ± 22.68 439.28 ± 15.55 2458.81 ± 85.92 2470.21 ± 97.34 2525.14 ± 115.57
 -/- 437.91 ± 47.45 445.83 ± 42.97 451.15 ± 36.93 2513.74 ± 108.11 2413.01 ± 77.38 2519.17 ± 117.94
 +/+ 313.33 ± 17.55 332.99 ± 12.57 323.04 ± 10.62 308.67 ± 17.08 312.21 ± 3.58 313.98 ± 16.03
 -/- 347.23 ± 39.99 347.99 ± 41.70 343.43 ± 25.04 324.39 ± 16.49 312.86 ± 7.18 312.81 ± 11.79
Osmolalité urinaire,  +/+ 1335.00 ± 76.10 1486.83 ± 64.46 1421.83 ± 68.43 1745.00 ± 56.52 2099.33 ± 48.48 2096.67 ± 55.45

















































jour 1 jour 2 jour 3 jour 4 jour 5 jour 6
 +/+ 30.09 ± 0.66 29.99 ± 0.71 29.87 ± 0.74 29.62 ± 0.81 29.39 ± 0.84 29.35 ± 0.93
 -/- 28.81 ± 0.63 28.73 ± 0.55 28.67 ± 0.49 28.48 ± 0.65 28.38 ± 0.56 28.21 ± 0.46
Consommation de nourriture,  +/+ 11.75 ± 0.10 11.69 ± 0.11 11.61 ± 0.09 11.02 ± 0.60 10.73 ± 0.59 10.49 ± 0.48
g/jour  -/- 11.60 ± 0.09 11.59 ± 0.08 11.51 ± 0.09 10.98 ± 0.17 9.82 ± 0.35 9.33 ± 0.36
Volume urinaire,  +/+ 4.23 ± 0.21 4.32 ± 0.30 4.40 ± 0.29 4.36 ± 0.38 3.97 ± 0.40 4.04 ± 0.29
ml/jour  -/- 3.77 ± 0.35 4.33 ± 0.33 4.29 ± 0.36 4.20 ± 0.29 3.50 ± 0.19 3.39 ± 0.28
 +/+ 365.70 ± 9.93 366.13 ± 19.44 385.98 ± 13.04 485.28 ± 32.52 479.89 ± 31.61 470.66 ± 23.47
 -/- 338.35 ± 14.92 395.58 ± 17.25 373.01 ± 20.37 522.34 ± 22.81 436.84 ± 7.78 404.27 ± 22.56
 +/+ 427.64 ± 14.05 402.61 ± 7.87 398.38 ± 16.32 110.17 ± 6.05 71.12 ± 4.52 65.83 ± 3.76
 -/- 381.64 ± 24.39 410.83 ± 15.19 396.41 ± 15.03 117.86 ± 4.86 65.79 ± 5.33 55.58 ± 5.62
 +/+ 0.86 ± 0.02 0.91 ± 0.04 0.98 ± 0.05 4.47 ± 0.41 6.79 ± 0.41 7.25 ± 0.52
 -/- 0.90 ± 0.04 0.96 ± 0.02 0.94 ± 0.02 4.44 ± 0.15 6.83 ± 0.47 7.53 ± 0.64
 +/+ 2.57 ± 0.46 1.95 ± 0.34 2.33 ± 0.23 11.99 ± 1.11 10.57 ± 1.05 11.03 ± 1.59
 -/- 3.95 ± 1.54 2.95 ± 0.25 2.35 ± 0.19 13.12 ±1.60 13.10 ± 1.48 11.30 ± 1.69
 +/+ 31.19 ± 2.27 26.96 ± 2.98 30.21 ± 1.66 38.42 ± 2.77 27.83 ± 2.20 22.52 ± 1.57
 -/- 29.73 ± 2.12 30.70 ± 1.38 27.37 ± 2.05 36.78 ± 3.41 24.62 ± 1.58 19.48 ± 1.74
 +/+ 419.37 ± 11.92 406.39 ± 20.82 420.08 ± 12.40 518.75 ± 38.14 537.48 ± 36.30 542.40 ± 25.94
 -/- 382.27 ± 15.87 433.87 ± 16.45 406.01 ± 18.07 520.87 ± 17.18 501.39 ± 17.57 470.18 ± 24.86
 +/+ 383.13 ± 15.04 343.35 ± 12.57 355.56 ± 11.38 161.49 ± 11.19 154.72 ± 10.32 149.90 ± 6.92
 -/- 352.88 ± 14.91 369.15 ± 7.45 344.60 ± 12.60 181.29 ± 7.86 150.95 ± 5.10 130.53 ± 7.61
Osmolalité urinaire,  +/+ 1507.00 ± 109.54 1414.50 ± 87.28 1421.67 ± 63.84 1257.50 ± 31.27 1428.17 ± 100.76 1388.00 ± 75.86



















Une nourriture  en gelée  contenant un  régime normal  (0.59% K+) a  été  imposée aux  souris 
suivi d’un régime pauvre en potassium (0.0025% de K+). L’analyse de la quantité de Na+, K+, 




La  deuxième  approche  a  consisté  en  la  mesure  de  l’activité  hydrolytique  de  la 
Na,K‐ATPase dans les tubules microdisséqués (CTAL et CCD). La mise au point de 




































































voies  de  signalisation.  Etant  donné  la  colocalisation  de  RGS2  et  de  V2R  dans  le 





chaque  fragment  a  été  dosée  par  test  immunologique  radiomarqué  (RIA : 
Radioimmunoassay) (voir « Matériel et méthode » 3.5.14.).  
Deux méthodes de statistique différentes ont été appliquées pour comparer le dosage 
effectué  chez  les  souris  rgs2  +/+  à  celui  des  souris  rgs2  ‐/‐.  Pour  chaque  souris  la 








figure 57, mais  les données de  l’histogramme sont  les valeurs des dosages effectués 
chez les souris rgs2 ‐/‐ représentées relativement aux valeurs des souris rgs2 +/+. Une 
comparaison des deux méthodes statistiques est  faite  (Figure 58A comparée à 58B). 
Lors de  l’incubation des  tubules  avec  10nM d’AVP,  les  souris  rgs2  ‐/‐  accumulent 
plus d’AMPc  en  comparaison des  souris de  type  sauvage, mais  seule  la deuxième 
méthode de statistique permet d’établir une différence significative (rgs2 +/+ vs rgs2 
‐/‐ : méthode 1 : 1.00 ± 0.11 vs 1.13 ± 0.04, p=0.16 ; méthode 2 : 1.00 ± 0.04 vs 1.16 ± 
0.06, p=0.029). Quelle que  soit  la méthode  statistique,  les  souris  rgs2  ‐/‐ produisent 






























































































d’AVP  (A)  ou  1nM  d’AVP  (B).  Les  moyennes  des  valeurs  absolues  des  dosages  sont 





























































































































































les dosages des  tubules de  toutes  les  souris  confondues  (N : nombre de  tubules). Les barres 
d’erreurs  représentent  l’erreur  standard  de  la  moyenne  des  données  (SEM).  * :  p<0.05, 
**p<0.01 par rapport aux souris rgs2 +/+. 
RGS2  peut  agir  sur  les  voies  de  signalisation  des  GPCR  selon  différents  modes 




la  forskoline des CCD de souris  rgs2 +/+ et  ‐/‐ a été dosée. La  forskoline augmente 
‐ 132 ‐ 
drastiquement  le niveau d’AMPc dans  les CCD des  souris, mais aucune différence 




















Figure  59 : Dosage  d’AMPc  dans  les CCD  de  souris  rgs2  +/+  et  ‐/‐  incubés  ou  non  avec 
16μM  de  forskoline.  Les moyennes  des  valeurs  absolues  des  dosages  sont  présentées.  Les 
barres d’erreurs représentent l’erreur standard de la moyenne des données (SEM). 
Nous  avons  ensuite  cherché  à  savoir  si  RGS2  pouvait  influencer  les  voies  de 
signalisation d’autres hormones qui ont un rôle dans la fonction du canal collecteur 
et  qui modulent  la  voie  de  signalisation  de  la  vasopressine.  L’effet  de  différentes 




figure  60  représente  la  quantité  d’AMPc  restante  après  un  traitement  avec  un 
mélange de vasopressine  et d’hormones  indiquées. Cette quantité  est  exprimée  en 
pourcentage de l’AMPc accumulé lors de l’incubation avec de la vasopressine seule. 
L’ET‐1,  la  phényléphrine  et  la  dopamine  inhibent  significativement  de  60  à  80% 
l’accumulation d’AMPc  engendré par  la  vasopressine,  alors  que  la prostaglandine 
F2α et la bradykinine n’ont pas d’effet significatif sur la mobilisation d’AMPc ni chez 
les souris rgs2 +/+, ni chez les souris rgs2 ‐/‐. L’effet de l’ET‐1, la phényléphrine et la 
dopamine  sur  l’accumulation par  la vasopressine d’AMPc n’est pas différent  entre 






























prostaglandine  F2α  et  la  bradykinine,  seule  la  méthode  comparant  les  dosages 
d’AMPc de tous les tubules des deux souris rgs2 +/+ avec ceux des deux souris rgs2 
‐/‐ a été appliquée, car il n’était pas possible d’établir une statistique avec seulement 
2 valeurs  (n=2  souris).  L’accumulation  d’AMPc  n’est  pas  non  plus  statistiquement 
différente  entre  les  souris  rgs2  +/+  et  ‐/‐  suite  à  l’incubation  des  tubules  avec  un 





























































































































Figure  60 :  Effet  de  différentes  hormones  sur  l’accumulation  d’AMPc  engendrée  par  la 
vasopressine dans  les CCD de souris rgs2 +/+ et  ‐/‐. La quantité d’AMPc restante après un 
traitement  avec  un mélange  de  vasopressine  et  d’hormones  (AVP  +  h ;  h  étant  l’hormone 
indiquée en abscisse) est exprimée en pourcentage de  l’AMPc accumulé  lors de  l’incubation 
avec  de  la  vasopressine  seule.  (n :  nombre  de  souris  rgs2  +/+  et  ‐/‐,  pour  chaque  souris 










concentration en  ion des urines des  souris  rgs2 +/+ et  ‐/‐ a été mesurée. Les  souris 
avaient un libre accès à la nourriture et à la boisson pendant 24 heures, puis étaient 
privée  d’eau  durant  12h  (pendant  la  phase  active  (phase  nocturne)).  Aucune 
différence  significative  n’a  pu  être  mise  en  évidence  entre  les  souris  des  deux 
génotypes (Tableau 7).  
Régime normal Réstriction en eau
t=24h t=12h
 +/+ 30.38 ± 0.73 28.39 ± 0.73
 -/- 28.29 ± 1.36 26.15 ± 1.07
Consommation de nourriture,  +/+ 3.74 ± 0.26 2.54 ± 0.12
g/t  -/- 3.34 ± 0.30 2.37 ± 0.15
Consommation d'eau,  +/+ 4.72 ± 0.44
g/t  -/- 4.46 ± 0.73
Volume urinaire,  +/+ 1.71 ± 0.23 0.86 ± 0.13
ml/t  -/- 1.76 ± 0.29 0.98 ± 0.16
 +/+ 287.08 ± 28.33 151.57 ± 21.95
 -/- 243.45 ± 18.77 167.36 ± 27.15
 +/+ 405.96 ± 61.92 234.84 ± 46.33
 -/- 340.14 ± 68.34 263.16 ± 47.03
 +/+ 0.72 ± 0.08 0.65 ± 0.10
 -/- 0.78 ± 0.10 0.71 ± 0.13
 +/+ 2.99 ± 0.89 1.54 ± 0.41
 -/- 2.48 ± 0.76 1.54 ± 0.36
 +/+ 30.46 ± 9.97 17.52 ± 5.37
 -/- 25.90 ± 8.41 17.84 ± 5.67
 +/+ 349.29 ± 37.49 186.39 ± 20.29
 -/- 300.92 ± 44.75 229.10 ± 28.61
 +/+ 184.84 ± 34.82 102.43 ± 25.73
 -/- 194.65 ± 19.64 135.48 ± 26.90
Osmolalité urinaire,  +/+ 2281.14 ± 143.68 2654.43 ± 139.88










































  Régime normal Charge en eau
t=24h t=12h
 +/+ 28.31 ± 0.87 28.25 ± 1.16
 -/- 29.39 ± 0.29 30.10 ± 0.35
Consommation de nourriture,  +/+ 8.73 ± 0.13 10.36 ± 0.70
g/t  -/- 8.62 ± 0.34 11.00 ± 0.59
Volume urinaire,  +/+ 2.59 ± 0.25 5.65 ± 0.66
ml/t  -/- 2.85 ± 0.39 5.51 ± 0.45
 +/+ 378.27 ± 21.58 307.59 ± 24.39
 -/- 361.17 ± 27.35 287.36 ± 27.34
 +/+ 364.86 ± 24.56 285.71 ± 26.68
 -/- 330.52 ± 30.21 261.35 ± 24.76
 +/+ 1.04 ± 0.03 1.08 ± 0.03
 -/- 1.11 ± 0.07 1.10 ± 0.06
 +/+ 3.07 ± 0.53 6.45 ± 2.10
 -/- 2.93 ± 0.87 6.24 ± 1.83
 +/+ 19.42 ± 1.63 27.50 ± 1.72
 -/- 21.00 ± 3.36 23.52 ± 2.76
 +/+ 431.65 ± 29.61 284.68 ± 27.42
 -/- 410.74 ± 25.94 281.12 ± 27.98
 +/+ 254.96 ± 16.47 217.60 ± 20.51
 -/- 247.98 ± 20.37 194.70 ± 19.30
Osmolalité urinaire,  +/+ 2057.40 ± 126.72 840.00 ± 64.96






























Une première période de 24 heures  (de 19h00‐19h00) où  les souris avaient un  libre accès à 
une nourriture en gelée, suivie de 12 heures de charge en eau (de 19h00 à 7h00) a été réalisée. 
L’analyse  de  la  quantité  de Na+,  K+,  Ca2+, Mg2+,  Cl‐,  PO4‐  excrétée  par  jour  (Uion)  et  de 







Les  souris  rgs2  ‐/‐ ne présentant aucune différence quant au  transport d’eau après 
une période de 12h de charge ou de restriction en eau, nous nous sommes intéressés 
aux effets plus aigus. Les souris rgs2 +/+ et ‐/‐ ont été soumises à une privation en eau 
durant  23h  afin  d’augmenter  la  concentration  plasmatique  de  vasopressine,  puis 
directement  après  cette  restriction,  une  charge  aiguë  de  2ml  d’eau  en  injection 
intrapéritonéale leur a été infligée. Les souris ont été placées en cages métaboliques et 
‐ 136 ‐ 
l’urine  excrétée  a  été mesurée  toutes  les  heures.  En  figure  61A,  on  peut  observer 
qu’entre  2  et  3  heures  après  la  charge  en  eau  les  souris  rgs2  ‐/‐  excrètent 
significativement moins d’urine que  les  souris de  type  sauvage, puis  la différence 
s’amoindrit et s’inverse entre 4 et 5 heures. Sept heures et demi après  la charge en 
eau,  les  souris  rgs2  +/+  et  ‐/‐ ont  excrété  la même quantité  totale d’urine  (rgs2  +/+ 
0.72g ± 0.06g vs rgs2  ‐/‐ 0.57g ± 0.16g). Afin de  tester si cette différence d’excrétion 
d’urine  était  dépendante  de  la  voie  de  signalisation  de  la  vasopressine,  une 
expérience  similaire  a  été  réalisée.  La  seule  différence  réside  dans  le  fait  qu’un 
antagoniste du récepteur V2R  (SR129463B) a été administré en même  temps que  la 
charge  en  eau  (voir  « Matériel  et  méthode »  3.5.17.).  Dans  ces  conditions,  les 












































































































1mg/kg du poids de  la souris d’antagoniste du V2R  (SR129463B)  (B.). Cette charge en eau 






sous‐unités  β  et  γ  d’ENaC  ainsi  que  de  l’Aqp2  des  souris  rgs2  +/+  et  ‐/‐  ont  été 
comparés par western blot en utilisant des tubules microdisséqués de PCT, CTAL et 
CCD (Figure 62A). Les expériences ont été répétées avec 3 à 5 couples de souris rgs2 
+/+  et  ‐/‐  .  A  partir  de  ces  différents  western  blots,  le  taux  d’expression  des 
transporteurs a été quantifié en les normalisant par rapport à l’actine. Le tableau de 
la figure 62B présente l’expression des différents transporteurs testée chez les souris 
rgs2  ‐/‐  relativement  à  l’expression  de  ceux‐ci  chez  les  souris  rgs2  ‐/‐.  Aucune 
différence significative d’expression n’a été mise en évidence.  
 



















α1‐ Na,K‐ATPase β1‐Na,K‐ATPase β‐ENaC γ‐ ENaC Aqp2 
PCT 1.16 ± 0.08 (n=5)  ns 1.15 ± 0.29 (n=4)  ns
CTAL 0.75 ± 0.09 (n=4)  ns 0.90 ± 0.13 (n=4)  ns


















de  souris  rgs2 +/+  et  ‐/‐. A. Exemple de western blot,  les protéines provenant de 10mm de 
PCT,  CTAL  et  CCD  ont  été  séparées  sur  gel  SDS‐PAGE  8%  et  transférées  sur  une 
membrane. La détection a été réalisée avec les différents anticorps successivement en lavant la 

















RGS2  est  une  protéine  aux  multiples  fonctions  et  son  expression  est  hautement 
régulée par de nombreuses hormones. RGS2  fait partie des  transcrits  induits par  la 
vasopressine  que  le  SAGE  effectué  dans  notre  laboratoire  a  permis  de mettre  en 
évidence  (Robert‐Nicoud  et  al.  2001).  L’expression  de  RGS2  étant  ubiquitaire 
(Schoeber  et  al.  2006),  ces  fonctions  sont  répandues  dans  des  tissus  très  divers. 
Toutefois, malgré la forte expression de RGS2 dans le rein, aucune étude sur le rôle 




RGS2 est un gène dont  la  transcription est  rapidement  induite par  la vasopressine. 
Dans  les  mpkCCDc14,  l’expression  de  RGS2  est  augmentée  30min  déjà  après  le 
traitement avec cette hormone, atteint un niveau maximal après 1 à 2 heures et chute 
drastiquement  entre  4  et  8  heures  après  le  début  du  traitement  (Figure  41A).  En 





23  heures  (induisant  une  augmentation  de  la  concentration  d’AVP  plasmatique 
(Yutaka Oki, Brain  res,  1985))  augmente  l’expression de RGS2 dans  le CTAL  et  le 
CCD isolés de souris (Figure 44). Dans les CTAL, les ARNm de RGS2 sont deux fois 
plus abondants chez les souris privées d’eau que chez les souris très hydratées. Dans 
le  CCD,  cette  augmentation  est  d’environ  20%.  La  différence  d’induction  de 
l’expression de RGS2 entre  les CTAL et  les CCD pourrait venir de  l’association de 
deux phénomènes. Premièrement,  l’effet de  la vasopressine  sur  la  transcription de 
RGS2  est  rapide  et  transitoire,  comme  il  a  pu  être  démontré  à  partir  des  cellules 
mpkCCDc14  (Figure  41A).  Deuxièmement,  il  a  été  montré  que  le  nombre  de 









plupart  des  études  se  limitent  à  analyser  l’expression  de  l’ARNm  de RGS2  et  les 










certainement  majoritairement  exprimé  dans  le  canal  collecteur  des  souris,  son 
expression dans l’anse de Henle, le DCT et le CNT n’est pas exclue (Carmosino et al. 
2006). En effet, étant donnée  la  transition graduelle du DCT en CNT et du CNT en 
CCD,  l’identification  précise  de  ces  segments  est  problématique  (Carmosino  et  al. 
2006). Chez le rat, l’expression de l’ARNm de V2R a été montrée au niveau de l’anse 
de Henle  et  du  canal  collecteur  (Firsov  et  al.  1994).  En  revanche,  chez  l’humain, 
l’importance physiologique de l’action de la vasopressine dans le MTAL et le CTAL 
n’est pas claire car  l’activité de  l’adénylate cyclase  induite par  la vasopressine dans 
ces  segments n’a pas  été détectée  (Chabardes  et  al.  1980). L’activité de  l’adénylate 





les descriptions  faites dans  la  littérature  (Campean et al. 2001). La  faible expression 
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de NaPi‐IIa dans  le DCT  semblait  suspecte, mais  la banque de données du  SAGE 
effectué par Chabardès‐Garonne et al. indique la présence de 3 tags de NaPi‐IIa dans 
le  DCT  (Chabardes‐Garonne  et  al.  2003).  Ce  profil  d’expression  serait  donc 
spécifique.  
Concrètement, mis à part dans les segments où l’expression du V2R a été difficile à 





ne modifie pas  le  courant d’ENaC  sensible à  l’amiloride  (Figure 50). Malgré  le  fait 
que ces expériences aient été répétées 6 fois, elles restent très préliminaires. En effet, 
il manque  plusieurs  contrôles ;  il  aurait  fallu  s’assurer  que  l’expression  protéique 
d’ENaC était identique lorsqu’ENaC est exprimé seul et lorsqu’il est coexprimé avec 










Dans  ces  expériences  effectuées  dans  les  ovocytes  de  Xenopus  laevis,  nous  avons 
mesuré  le  courant  maximal  (Imax)  de  la  Na,K‐ATPase,  le  nombre  de  pompes 
exprimées à  la surface cellulaire et, à partir de ces données calculé  le  turnover de  la 
Na,K‐ATPase, qui est défini comme le nombre de charges transportées par molécule 





immunoprécipitée  avec  RGS2.  Il  avait  été  proposé  que  la  spinophiline  se  liait 
directement  à  la  Na,K‐ATPase;  nous  n’avons  pas  pu  confirmer  cette  interaction 
(Figure  55).  En  revanche,  la  spinophiline  diminue  significativement  le  Imax  en 
diminuant  le nombre de molécule de Na,K‐ATPase présentes à la surface cellulaire. 
Cependant,  ces  données  sont  contradictoires  de  celles  émises  par  Kimura  et  al. 
(Kimura  et al.  2005). En  effet,  les auteurs du poster présenté  lors du 11ème  congrès 
international sur la Na,K‐ATPase en 2005 (Kimura et al. 2005) proposaient que chez 
les  souris  dépourvues  de  spinophiline  (KO),  la  Na,K‐ATPase  ne  serait  pas 
transloquée à  la  surface  cellulaire; or, dans nos expériences,  c’est  la présence de  la 
spinophiline  qui  a  cet  effet.  Comme  une  interaction  directe  entre  RGS2  et  la 
spinophiline a été montrée (Wang et al. 2005), nous avions proposé que l’interaction 
entre  la spinophiline et RGS2 pouvait être requise à un hypothétique effet de RGS2 
sur  la Na,K‐ATPase. Lorsque RGS2  est  co‐injectée  avec  la  spinophiline  et  la Na,K‐
ATPase, il ne change pas l’effet qu’avait déjà la spinophiline seule sur le nombre de 









extracellulaire  est  présent,  le K1/2  du K+  pour  la Na,K‐ATPase  passe  de  0.56mM  ± 
0.04mM  à  0.68mM  ±  0.02mM  lorsque  RGS2  est  présent  (Figure  53).  Cette 
augmentation bien que significative n’est pas suffisante pour avoir une  importance 
au niveau physiologique. En effet, le K1/2 représente la dose nécessaire pour avoir la 
moitié  de  l’effet  maximal.  On  considère  que  4x  la  valeur  du  K1/2  est  une 
approximation  de  la  dose  engendrant  l’effet maximal. Dans  notre  cas,  cette  dose 
maximale  serait donc de  2.72mM  ±  0.08mM. Cette  valeur  est  bien  au‐dessous des 
concentrations plasmatiques de K+ chez  la  souris  (~ 4mM),  si bien qu’à ces valeurs 
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elle est  la conséquence d’une  translocation du potassium de  l’espace extracellulaire 
vers le compartiment intracellulaire et très rarement, elle provient d’une diminution 
de la consommation de potassium (Rastegar et al. 2001). Le syndrome de Liddle est 
associé  avec  une  hypokaliémie  provenant  d’une  perte  rénale  de  K+.  En  effet,  la 
réabsorption accrue de sodium dans le CCD par ENaC crée un gradient qui favorise 
la  sécrétion de K+  (Lifton  et  al.  2001). L’hypokaliémie  est  aussi  caractéristique des 
syndromes  de Gitelman  et  de  Bartter  (Lifton  et  al.  2001). Dans  ces  syndromes,  la 
perte de sodium respectivement dans le DCT ou dans l’anse de Henle conduit à une 
activation  du  système  rénine‐angiotensine  et  l’aldostérone  active  alors  ENaC, 
favorisant ainsi la sécrétion de K+ (Lifton et al. 2001). Les souris rgs2 ‐/‐ ont un taux 
plasmatique  d’aldostérone  normal  (Tang  et  al.  2003),  ce  qui  exclut 
l’hyperaldostéronémie  comme  cause  de  l’hypokaliémie.  De  plus,  dans  nos 
expériences exécutées dans les ovocytes de Xenopus laevis, RGS2 ne semble influencer 
ni  le  courant  d’ENaC,  ni  celui  de  ROMK.  Il  est  donc  peu  probable  que  ces 
transporteurs  soient  impliqués  dans  la  génération  de  l’hypokaliémie.  En  outre, 
l’activité hydrolytique de  la Na,K‐ATPase n’est pas différente dans  les CTAL et  les 
CCD  de  souris  rgs2  +/+  et  ‐/‐.  Notre  hypothèse  stipulant  que  l’activité  de  la 
Na,K‐ATPase  pourrait  être  augmentée  chez  les  souris  dépourvues  de  RGS2  et 
résulter en une hypokaliémie n’est donc pas vérifiée.  Il  faudrait cependant  tout de 
même augmenter le nombre d’expériences de mesure de l’activité hydrolytique de la 
Na,K‐ATPase  sur  les  souris  rgs2 +/+ et  ‐/‐  car  il est évident que  la  comparaison de 
deux souris n’est pas suffisante. 
L’hypokaliémie chez  les  souris  rgs2  ‐/‐ pourrait être due à une autre cause comme 
une perte  intestinale;  toutefois,  alors  que  les pertes  intestinales de potassium  sont 
souvent accompagnées de diarrhée (Rastegar et al. 2001), nous n’avons pas noté de 






cela  nécessite  une  préparation  particulière  afin  d’éviter  tout  contact  avec  le  CO2 
atmosphérique.  
De  plus,  lors  d’un  régime  normal,  les  souris  rgs2  +/+  et  ‐/‐  ont  un  comportement 
alimentaire  et  excrétoire  identique,  excepté pour un  jour où  l’excrétion de Ca2+  est 




n’a pas permis de mettre  en  évidence une modification de  l’adaptation des  souris 
rgs2  ‐/‐  à de  tels  régimes. En  revanche,  lors des  changements de  régime,  on peut 






Etant  donné  qu’aucune  différence  d’excrétion  de  sodium  n’a  été  révélée  entre  les 




sodium  chez  les  souris  rgs2  ‐/‐.  Il  nous  manque  des  expériences‐clés  afin  de 
déterminer  l’implication de  la  fonction rénale dans  le phénotype hypertensif de ces 
souris. Outre les mesures de la différence du potentiel transépithélial qui pourraient 
être  réalisées  par  perfusion  des CCD  isolés  de  souris  rgs2  +/+  et  ‐/‐,  des  cultures 
primaires de CCD de ces deux souris pourraient être réalisées. Cela permettrait un 
grand  champ d’action  en  électrophysiologie. De plus, une perspective  intéressante 
serait de déterminer  si  les  souris  rgs2  ‐/‐ présentent une hypertension  sensible à  la 





contenant  plus  ou  moins  de  sodium  tout  en  suivant  l’évolution  de  la  pression 
sanguine par la technique de la télémétrie.  
Afin  de  répondre  à  la  question  de  l’implication  du  rein  dans  l’hypertension  des 
souris rgs2  ‐/‐, un autre  type d’expérience pourrait être réalisée.  Il s’agirait de  faire 
des transplantations croisées des reins de souris de type sauvage ou knockout dans 
les  souris de génotype opposé  comme  il  l’a été  fait pour  les  souris dépourvues de 
récepteur  à  l’angiotensine  de  type  1  (AT‐1)  (Crowley  et  al.  2005).  Dans  ces 
expériences,  les  auteurs  ont  pu  conclure  que  le  rein  et  les  tissus  extrarénaux 
contribuent de manière équivalente à la détermination de la pression sanguine chez 




Dans  les CCD de  souris dépourvues de RGS2,  la production d’AMPc  suite  à une 
stimulation  ex  vivo  à  l’AVP  est plus  grande  que dans  les CCD des  souris de  type 
sauvage. Lorsque  les CCD  sont  incubés  avec  1nM d’AVP,  la différence de  niveau 
d’AMPc  est  toujours  significative quelle que  soit  la méthode  statistique  employée. 
L’augmentation de la concentration d’AMPc chez les souris rgs2 ‐/‐ est de 19% ± 4% 
(Figure 58). En revanche,  le niveau d’accumulation d’AMPc  induit par  la forskoline 
dans  les CCD n’est pas différent chez  les souris rgs2 +/+ et  ‐/‐  (Figure 59). RGS2 ne 
modulerait donc pas  la  voie de  la  vasopressine par un  effet direct  sur  l’AC, mais 
agirait  en  amont  de  cette  enzyme.  Comme  il  l’a  été  proposé,  RGS2  pourrait  agir 
comme un antagoniste de l’effecteur en se liant directement au récepteur empêchant 




récepteur V2R  en  surexprimant  ces deux protéines dans  les  cellules HEK293  et  en 
réalisant des  immunoprécipitations. Si tel est  le cas, des expériences de mutagénèse 






décrit précédemment dans  la  littérature,  l’ET‐1 et  la dopamine diminuent  le niveau 
d’AMPc relatif à l’action de la vasopressine. La phényléphrine présente aussi un tel 
effet,  alors  qu’il  avait  été  décrit  que  dans  les  IMCD  de  rat,  cette  hormone  ne 
diminuait pas  la quantité d’AMPc produite par  la vasopressine (Maeda et al. 1992). 
Cependant dans  ces  expériences, Maeda  et al.  avaient utilisé une  concentration de 
phényléphrine de  1μM  alors  que nous  en  avons utilisé  200μM.  Il  est possible  que 
l’effet soit relatif à la dose (1μM vs 200μM), à la région du néphron (IMCD vs CCD) 
ou à l’espèce utilisée (rat vs souris). En revanche, la PGF2α et la Bradykinine n’ont pas 
l’effet  escompté.  Cependant  les  études  montrant  que  ces  deux  hormones 
contrecarrent  l’action de  la vasopressine ont  toutes deux été  réalisées  chez  le  lapin 




charge  en  eau  de  12  heures.  Les  souris  déficientes  en RGS2  n’ont  pas montré  de 
défaut dans la diurèse ou dans la capacité à concentrer l’urine suite respectivement à 
une charge en eau ou une restriction en eau de 12h (Tableaux 7 et 8). Cependant, on 
peut constater que  les variations entre  les  individus sont très grandes. L’incertitude 
représente plus de 15% de la moyenne des mesures. Or l’effet inhibiteur de RGS2 sur 
la  voie  de  signalisation  de  la  vasopressine  est  du même  ordre  de  grandeur.  Il  se 
pourrait donc que l’effet sur le transport d’eau soit masqué par ces imprécisions. En 
conditions normales,  les souris rgs2 +/+ et  ‐/‐ excrètent  la même quantité d’urine et 
dans ces conditions, l’expression de l’Aqp2 dans le CCD est identique entre ces deux 
génotypes (Figure 62). 
L’effet  physiologique  d’une  accumulation  accrue  d’AMPc  chez  les  souris  rgs2 ‐/‐ 
semble donc  être plus  subtil. En  effet,  les  souris  rgs2  ‐/‐ présentent une différence 
d’excrétion urinaire lors d’une charge aiguë en eau précédée d’une restriction en eau 
(Figure  61).  La  privation  d’eau  de  23  heures  augmente  la  concentration  de 
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vasopressine  plasmatique  (masquant  une  éventuelle  différence  de  niveau  de 
vasopressine basale entre les souris rgs2 +/+ et ‐/‐, voir ci‐dessous). Lors de la charge 







voie de  signalisation de  la  vasopressine  entraînant une  réabsorption  accrue d’eau. 
D’ailleurs, nous avons pu montrer que  l’action de RGS2  sur  le  transport d’eau  est 
dépendante de cette voie de  signalisation puisque  l’utilisation d’un antagoniste du 
récepteur V2R  (SR129463B) abolit  complètement  les différences d’excrétion d’urine 
observées précédemment  entre  les  souris des deux  génotypes  (Figure  61B). Par  la 
suite, la différence s’inverse et les souris rgs2 +/+ excrètent moins d’urine que les ‐/‐ 




ionique  des  urines  prélevées  toutes  les  heures  car  plusieurs  échantillons  ne 
contenaient pas assez d’urine. Dès lors, les échantillons manquants auraient du être 
peut‐être  les  plus  concentrés  et  il  aurait  été  difficile  de  tirer  des  conclusions  des 
moyennes ne  tenant pas  compte des osmolalités et  contenus en  ions des urines de 
tous les échantillons. 
Le  phénotype  rénal  des  souris  dépourvues  de  RGS2  ressemble  au  SIADH, mais 
aucune  hyponatrémie  n’est  visible. Cependant,  il  est  connu  que  chez  les  patients 
souffrant  du  SIADH,  l’hyponatrémie  n’est  pas  toujours  présente  et  n’est  parfois 
visible que  lorsque  les patients  consomment une grande quantité d’eau ou d’autre 
solution hypotonique (Ferry et al. 2006). De même lors d’expériences de « vasopressine 
escape » (voir chapitre 1.3.8.), seuls les animaux qui en plus d’une infusion constante 
de  vasopressine  reçoivent  une  charge  en  eau  développent  une  hyponatrémie 
(Ecelbarger et al. 1997). Une expérience intéressante serait de prélever du plasma aux 
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dû  développer  des  mécanismes  compensatoires.  En  effet,  l’augmentation  de  la 
réponse à la vasopressine que nous avons pu mettre en évidence par l’augmentation 
du niveau d’AMPc a obligé les souris rgs2 ‐/‐ à trouver des mécanismes d’adaptation 
afin  d’éviter  que  cela  ne  conduise  à  une  augmentation  létale  de  la  volémie.  Il  se 
pourrait  que  les  souris  rgs2 ‐/‐  présentent  un  plus  faible  taux  plasmatique  de 




la  forskoline  mais,  suite  à  une  charge  aiguë  en  eau,  les  souris  ET‐1  knockout 
présentent  également une  excrétion d’urine  tout d’abord plus  faible que  les  souris 
contrôle puis plus  forte pour  finalement  excréter  la même quantité d’urine  à  long 
terme.  (Ge et al. 2005). Comme  les souris rgs2  ‐/‐,  les souris dépourvues d’ET‐1 ont 
un volume d’urine, une osmolalité urinaire et plasmatique et une natrémie normale 
dans des conditions de régime normal (Ge et al. 2005).  
Malheureusement,  nous  n’avons  pas  réussi  à  mesurer  la  concentration  de 
vasopressine plasmatique. Il faut dire que dans des conditions de base, celle–ci est de 
l’ordre du pM. Or,  cela  représente déjà  les valeurs  limites de détection des kits de 
dosage  (Bankir  2001);  il  serait  donc  difficile  de  percevoir  une  diminution  de  la 
concentration de vasopressine chez les souris rgs2 ‐/‐.  
Afin de déterminer si des mécanismes de compensation se mettent en place au cours 






En  résumé,  cette  étude  a  montré  que  RGS2  est  impliqué  dans  les  phénomènes 
d’adaptation diurétique à une charge aiguë en eau lorsque celle‐ci est précédée d’une 
forte activité de la voie de signalisation de la vasopressine. Le rôle physiologique de 






Durant  ce  travail  de  thèse,  nous  nous  sommes  efforcés  d’étudier  la  fonction  des 
protéines  VIT32  et  RGS2  dans  le  contexte  de  l’organisme.  Cette  approche  a  été 
motivée premièrement par l’observation du fait que le transport de sodium engendré 




Dans  cette  optique,  nous  avons  commencé  à  générer  une  souris  VIT32  KO 
conditionnel. Malgré  le  fait  que  la  plupart  des  étapes  aient  été  franchies,  il  nous 
manque encore l’étape ultime de la transmission de l’allèle floxé à la descendance des 
souris  chimériques.  Cela  illustre  une  difficulté  majeure  de  l’établissement  d’une 
étude in vivo : elle comprend un grand nombre d’étapes et même si celles‐ci sont bien 
planifiées au préalable, elles comportent souvent des difficultés  inattendues.  Il  faut 





dans  le  contexte  de  l’animal,  probablement  en  raison  des  mécanismes  de 




Néanmoins, nous sommes parvenus à attribuer un  rôle à RGS2 dans  la  rétroaction 
négative de la voie de signalisation de la vasopressine dans les tubules rénaux. Cela 
constitue  un  pas  important  à  la  compréhension  du  mécanisme  complexe  de  la 
régulation  fine  de  la  concentration  urinaire. A  long  terme,  on  peut  envisager  que 
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